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INVESTIGAÇÃO FITOQUÍMICA DAS PARTES AÉREAS DE
Passiflora alata Curtis.
O gênero Passiflora (Passifloraceae) possui cerca de 630
espécies, constituindo o maior gênero da família, ocorrendo
principalmente nas Américas. As espécies desse gênero são
amplamente utilizadas na medicina tradicional, sendo relatados
usos como ansiolíticos, antiespasmódico, antiinflamatório e
sedativo. Especificamente P. alata, espécie central do presente
trabalho, apresenta como principais metabólitos secundários
relatados para as folhas flavonóides e saponinas, entre as
atividades descritas as que possuem mais publicações são as
sobre o SNC. No entanto, assim como para outras espécies, não
existe um consenso sobre quais compostos ou classes de
compostos são responsáveis por determinada atividade. Nas
folhas de P. alata foi identificado por CLAE isoorientina, orientina,
isovitexina e vitexina-2”-O-ramnosideo sendo esse último o
composto majoritário das folhas. As partes aéreas também foram
avaliadas por CCD e CLAE, apresentando perfil distinto sendo o
pericarpo, das partes avaliadas, o mais rico em variedade de
compostos flavonoídicos, mas em concentrações inferiores.
Pode-se observar também que o flavonóide majoritário das
folhas (vitexina-2”-O-ramnosideo) não é o composto majoritário
detectado nas outras partes investigadas. Foi mensurado o teor
de compostos fenólicos nas diferentes partes aéreas de P. alata,
e as sementes apresentaram o maior teor desses compostos
(3,93 g EAG /100 g de extrato) tornando-a promissora para
análises químicas e biológicas futuras. A vitexina-2”-O-
ramnosideo, flavonóide majoritário das folhas de P. alata, foi
isolado do pericarpo de P. alata, fato ainda não descrito na
literatura para essa parte da espécie. Das folhas de P. alata foi
isolado uma saponina. A influência de diferentes métodos de
extração das folhas e secagem dos extratos de P. alata
demonstram que os métodos de extração e secagem mais
eficientes para se obter um extrato com maior teor de vitexina-2”-
O-ramnosideo são respectivamente infusão e liofilização.
Palavras Chave: Passiflora alata Curtis; flavonóides; saponinas;
fenólicos; métodos de extração e secagem.

ABSTRACT
PHYTOCHEMICAL INVESTIGATION OF THE AERIAL PARTS
OF Passiflora alata Curtis
The genus Passiflora (Passifloraceae) has about 630 species,
making it the largest genus in the family, occurring mainly in the
Americas. The species of this genus are widely used in traditional
medicine, with uses being reported as anxiolytic, antispasmodic,
anti-inflammatory and sedative. Specifically for P. alata, the
central specie of this work, the main secondary metabolites
reported for leaves are flavonoids and saponins, among the
activities described in the literarture activities are on the CNS.
However, as for other species, there is no consensus about which
compounds or classes of compounds are responsible for certain
activities. In leaves of P. alata was identified by HPLC
isoorientina, orientin, isovitexin and vitexin-2"-O-rhamnoside the
latter being the major compound leaves. The aerial parts were
evaluated by TLC and HPLC, and showed a distinct profile. The
pericarp, the parties evaluated the richest in variety of flavonoid
compounds, but in lower concentrations. What can also be
observed is the major flavonoid from leaves (vitexin-2"-O-
rhamnoside) is the major compound detected in other parts
investigated. The concentration of phenolic compounds was
measured in the different aerial parts of P. alata, the seeds
showed the highest content of these compounds (3.93 g EAG /
100 g of extract), making it promising for future chemical and
biological analyses. The vitexin-2"-O-rhamnoside, major flavonoid
from leaves of P. alata, was isolated from the pericarp of P. alata,
which was not described in the literature for this part of the
species. From the leaves of P. alata was isolated a saponin. The
influence of different methods extraction and drying of leaves
extracts of P. alata showed which the methods of extraction and
drying more efficient to obtain an extract with a higher content of
vitexin-2"-O-rhamnoside are respectively infusion and
lyophilization.
Keywords: Passiflora alata; flavonoids, saponins, phenolic
compounds, methods of extraction and drying.
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Muitos dos fármacos modernos tiveram sua origem na
utilização popular, sendo que na metade do século XX, pelo
menos 80% de todos os medicamentos eram derivados de
plantas (GILANI; RAHMAN, 2005). De acordo com Bade, Chan e
Reynisson (2010) dos fármacos comercializados atualmente 39%
permanecem sendo obtidos de origem natural, sendo que dos
1000 fármacos comercializados, 10% tratam-se de produtos
naturais inalterados, 29% são derivados semi-sintéticos e o
restante (61%) de origem sintética.
Mesmo com a revolução na indústria farmacêutica,
impulsionada pela produção de fármacos sintéticos, os
medicamentos de origem natural nunca deixaram de ter sua
importância médica e econômica. Ácido salicílico, atropina,
efedrina, morfina, digoxina, taxol, vincristina e vimblastina são
alguns exemplos de medicamentos obtidos de fontes naturais
com amplo uso na prática clínica (GILANI; RAHMAN, 2005;
SAMY; GOPALAKRISHNAKONE, 2010).
Dentre os principais produtos de origem natural utilizados
no mundo destacam-se as espécies do gênero Passiflora,
pertencente à família Passifloraceae com cerca de 630 espécies
(DEGINANI, 1999) e que ocorrem principalmente nas Américas
(SACCO, 1980). O centro norte do Brasil é onde mais se distribui
este gênero, com cerca de 150 espécies nativas (FALEIRO;
JUNQUEIRA; BRAGA, 2005).
No Brasil as espécies de Passiflora são popularmente
conhecidas como maracujás (PIO-CORRÊA, 1978), sendo o
nosso país o maior produtor mundial de maracujá. Dados do
IBGE (2007) indicaram que a produção brasileira dessa fruta foi
superior a 660.000 toneladas, concentrada predominantemente
na região Nordeste (63,44%) seguido da região Sudeste
(23,63%).
Entre as diferentes espécies nem todas são comestíveis
e apenas um número reduzido consegue ocupar espaço nos
grandes mercados alimentícios, sendo as mais conhecidas o
maracujá-amarelo (Passiflora edulis var. flavicarpa) e o
maracujá-doce (Passiflora alata) (LEONEL; SAMPAIO, 2007).
Passiflora alata Curtis, objeto central do presente estudo,
é também conhecida como maracujá-de-refresco, maracujá-
grande e maracujá-doce, e possui como sinonímias científicas
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Passiflora alata var. latifólia (DC.) Mast., Passiflora latifolia DC.,
Passiflora phoenicia Lindl. (MORS; RIZZINI; PEREIRA, 2000;
PIO-CORRÊA, 1978; SACCO, 1980). P. alata foi mantida como
espécie oficial da 5ª edição da Farmacopéia Brasileira
(FARMACOPÉIA BRASILEIRA, 2010) onde, além dessa espécie,
foram incluídas P. edulis e P. incarnata.
Recentemente importantes iniciativas de expansão do
cultivo do maracujá doce têm sido observadas. Tal fato está
diretamente relacionado à comercialização dos frutos do
maracujá-doce a preços muito superiores aos praticados para o
maracujá-amarelo, o que tem atraído a atenção por parte dos
produtores. No entanto, apesar do contexto favorável, são
escassas as informações técnicas que permitam um manejo
adequado dos pomares e do fruto (MELETTI et al., 2003). P.
alata possui frutos ovais ou periformes, com casca intensamente
alaranjada e formato semelhante ao mamão-papaia. A polpa é
adocicada, com odor forte e agradável (MELETTI, 1996).
Em relação às folhas, cada espécie do gênero Passiflora
apresenta características específicas. P. alata apresenta a base
da folha arredondada ou ligeiramente reentrante, ápice
acuminado e margem lisa. A nervação é peninérvea, sendo as
nervuras principais e secundárias mais salientes na face abaxial.
Já Passiflora edulis possui folhas trilobadas, trinervada e margem
serrilhada (CARVALHO-OKANO; VIEIRA, 2001; LORENZI;
MATOS, 2008; SACCO, 1980).
As espécies desse gênero são amplamente utilizadas na
medicina tradicional, sendo relatados usos como ansiolíticos,
antiespasmódica, antiinflamatória e sedativa (SOARES et al.,
2004). Sob o ponto de vista de estudos químicos e
farmacológicos a espécie com maior número de estudos é
Passiflora incarnata, sendo essa a espécie oficial de diversas
Farmacopéias como a Européia, Portuguesa, Espanhola dentre
outras (EUROPEAN PHARMACOPEIA, 1996; FARMACOPEA
ESPAÑOLA, 2005; FARMACOPEIA PORTUGUESA, 2002)
No Brasil, embora P. incarnata não seja amplamente
cultivada, em um levantamento realizado por Ortega e
colaboradores (1989) foi constatado que dos 147 medicamentos
registrados com maracujá em sua formulação, 101 não
especificaram qual espécie era utilizada, 27 caracterizaram a P.
incarnata em sua formulação e 19 descreveram a P. alata.
Introdução 31
Dados mais recentes obtidos no site da Agencia Nacional
de Vigilância Sanitária em fevereiro (BRASIL, 2011), indicaram
71 medicamentos cadastrados, dos quais 36 estavam descritos
como Passiflora incarnata, 24 como Passiflora alata e 11 como
Passiflora sem espécie descrita. Cabe ressaltar que dentre as
espécies de Passiflora com registros de medicamentos no
mercado Brasileiro, Passiflora alata é a que possui menos
estudos científicos comprovando suas atividades farmacológicas.
Apesar do elevado teor de flavonóides (MÜLLER et al.,
2005) e saponinas (REGINATTO et al., 2001) presentes em P.
alata, são escassas publicações na literatura sobre as
propriedades biológicas destes metabólitos quando avaliados em
sua forma isolada, fato que pode ser justificado pelo baixo
número de investigações fitoquímicas realizadas com essa
espécie. Cabe ressaltar também que estudos químicos e





O presente trabalho teve como objetivo geral realizar um
estudo químico das folhas e frutos de P. alata. O
desenvolvimento do trabalho se deu com base no perfil de
saponinas e flavonóides C-glicosídeos buscando o isolamento e
identificação dos mesmos, utilizando para isso técnicas
cromatográficas e espectroscópicas distintos.
2.2 Objetivos específicos
Estabelecer um perfil comparativo entre as diferentes
partes aéreas da Passiflora alata por CLAE- DAD com base na
constituição de flavonóides C-glicosídeos.
Isolar os flavonóides C-glicosídeos dos frutos de P. alata
e as saponinas das folhas de P. alata por meio de técnicas
cromatográficas diversas.
Identificar por Espectrofotometria no UV-Vis,
Ressonância Magnética Nuclear (RMN) e Espectrometria de
Massas (EM) os flavonóides e saponinas isolados.
Avaliar a influência de diferentes métodos de extração
(decocção, infusão e refluxo) e secagem do extrato (liofilização,
evaporação à pressão reduzida-rotavapor) no perfil químico de
flavonóides e no teor de vitexina-2”-O-ramnosideo por CLAE-
DAD.
Diante dos objetivos propostos a dissertação foi
organizada em quatro capítulos:
O capítulo 1 descreve uma revisão bibliográfica de
algumas espécies de Passiflora (P. alata, P. edulis, P. incarnata,
P. quadrangularis, P. actinia, P. tripartita var. molissima, P.
ligularis, P. foetida) com ênfase em seus constituintes químicos e
atividade farmacológica.
O capítulo 2 apresenta uma análise comparativa por
cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia líquida
de alta eficiência (CLAE) e do teor de fenólicos totais das folhas
e frutos de P. alata
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O capítulo 3 descreve o isolamento de constituintes
químicos das partes aéreas de P. alata, sua caracterização e
elucidação por técnicas espectroscópicas e cromatográficas.
O capítulo 4 avalia a influência dos métodos de extração
e secagem no perfil químico de flavonóides por CLAE-DAD e no
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3. CAPÍTULO I: Revisão da literatura
3.1 Introdução
O maracujá tem sido amplamente utilizado na medicina
tradicional com diversas indicações. A infusão das folhas de P.
alata, por exemplo, possui relatos para o tratamento da
ansiedade, espasmos e nervosismo (SOARES et al., 2004) além
de relatos de uso como diurética, antifebril, para o tratamento de
inflamações cutâneas, sendo ainda considerada diaforética e
anti-histérica (PIO-CORRÊA, 1978).
O uso etnofarmacológico das espécies de Passiflora
ocorre, na maioria das vezes para as folhas e algumas vezes
para os ramos floridos, quando colhidos depois do
amadurecimento de alguns dos seus primeiros frutos (COSTA,
1977; LORENZI; MATOS, 2008). Já as suas raízes são utilizadas
popularmente como anti-helmínticas, antiinflamatórias (SIMÕES;
AMOROS; GIRRE, 1999), sedativas, narcóticas e no tratamento
de histerias (MORS; RIZZINI; PEREIRA, 2000). Dos frutos, o
mesocarpo seco e pulverizado, é usado popularmente contra
diabetes e o suco como sedativo (AGRA; FREITAS; BARBOSA-
FILHO, 2007).
No âmbito da saúde pública no Brasil, foi estabelecido em
2006 pelo Ministério da Saúde a Política Nacional de Práticas
Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema Único de
Saúde (SUS) (BRASIL, 2006). Mais recentemente, em dezembro
de 2008, foi instituído o Programa Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterápicos (MDS, 2008) que tem como objetivo
inserir, com segurança, eficácia e qualidade, plantas medicinais,
fitoterápicos e serviços relacionados à Fitoterapia no SUS. Nesse
contexto, a Relação Nacional de Plantas Medicinais de Interesse
ao SUS (BRASIL, 2009) listou 71 espécies de plantas medicinais
que poderão ser usadas como medicamentos fitoterápicos no
Sistema Único de Saúde, sendo incluídas nessa lista P. alata, P.
edulis e P. incarnata.
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3.2 Objetivo
3.2.1 Objetivo geral
O propósito dessa revisão é apresentar uma visão geral
sobre a diversidade e constituintes químicos de espécies de
Passiflora selecionadas e relatar suas atividades biológicas.
3.2.2 Objetivos específicos
Descrever sumariamente, os estudos químicos e
farmacológicos de diferentes espécies de Passiflora (P. actinia,
P. foetida; P. quadrangularis; P. ligularis; P. tripartita var
molissima; P. incarnata; P. edulis spp).
Detalhar as publicações de constituintes e atividades
relatados para P. alata, objeto central do presente trabalho.
3.3 Metodologia
Nessa revisão realizou-se um extensivo levantamento na
literatura de (1975 a 2011) abrangendo folhas e frutos de oito
espécies de Passiflora, compilando os artigos com relatos de
atividade biológica e descrição de constituintes químicos
(características como nome da espécie, parte utilizada, atividade
- apêndice 1, e constituintes químicos - apêndice 2, relatados e
sumarizados em duas tabelas). Mais de 160 referências foram
consultadas em diversas bases de dados (Scopus, Science
Finder, Periódicos Capes) as palavras de busca foram o gênero
e a espécie das oito Passiflora de interesse.
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3.4 Passiflora alata Curtis: constituição química
Dentre os principais metabólitos secundários relatados
para P. alata destacam-se os flavonóides, as saponinas e os
alcalóides. Uma breve revisão dos constituintes descritos para o
gênero Passiflora é apresentada no Apêndice 1. A seguir são
destacados os constituintes relatados para P. alata, objeto
central do presente trabalho.
3.4.1 Flavonóides
O primeiro relato de flavonóide para P. alata foi em 1982,
quando Ulubelen e colaboradores descreveram o isolamento de
quatro flavonóides por cromatografia líquida preparativa de fase
reversa (RP-18), a partir das folhas desta espécie. Os compostos
isolados foram identificados como 2”xilosilvitexina (1), vitexina
(2), isovitexina (3), orientina (4) (ULUBELEN et al., 1982).
A presença de vitexina (2) e isovitexina (3) foi descrita
novamente em extratos hidroalcoolicos das folhas de P. alata.
Além da identificação estrutural, os flavonóides presentes no
extrato foram quantificados por métodos espectrofotométricos,
indicando um teor de 44,8% de flavonóides totais expressos em
rutina (OGA et al., 1984). Pereira et al. (2004) também
descreveram a presença de vitexina (2), orientina (4), rutina (5), e
isoorientina (6), a partir de extratos metanólicos das folhas de P.
alata.
Mais recentemente, foi relatado o isolamento de cinco C-
glicosilflavonas derivados da apigenina - luteolina e crisoeriol
[isovitexina (3), isoorientina (6), 2”-O-ramnosil-vitexina (7), 2”-O-
ramnosil-scoparina (8),  2”-O-ramnosil-orientina (9)] - a partir de
extrato aquoso das folhas de P. alata. É importante destacar que
os flavonóides 7, 8 e 9 foram relatados pela primeira vez para a
espécie (DOYAMA et al., 2005).
Os flavonóides relatados para P. alata encontram-se na
figura 1.

























































Figura 1: Flavonóides descritos para P. alata (DOYAMA et al., 2005; ULUBELEN et al., 1982)
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3.4.2 Saponinas
O primeiro trabalho que relatou a presença de saponinas
em P. alata foi publicado por Reginatto et al. (2001). Neste
trabalho os autores descreveram o isolamento, a partir das folhas
de P. alata, de uma saponina triterpênica tetracíclica, o 9,19-
ciclolanostano-24Z-en-3β,21,26-tri-hidróxi-3,26-di-O-gentiobiose
(10) conhecida como quadrangulosideo, composto previamente
relatado para P. quadrangularis (ORSINI; PELIZZONI;
VEROTTA, 1985). Neste mesmo trabalho os autores descrevem
também a identificação de quatro saponinas (11-14), sendo uma
esteroidal e identificada como 3-O-β-D-glicopiranosil-
estigmasterol (11), e três saponinas triterpênicas de núcleo
oleanano, o ácido 3-O-β-D-glicopiranosil-oleanólico (12), o ácido
3-O-β-D-glicopiranosil-(13)-β-D-glicopiranosil-oleanólico (13) e
o ácido 3-O-β-D- glicopiranosil-(12)-β-D-
glicopiranosiloleanólico (14).
Em uma análise quantitativa do extrato aquoso das folhas
desta mesma espécie utilizando CLAE-UV, Reginatto et al.
(2004) constataram que o quadrangulosídeo representa 22,2%
(m/m) do extrato aquoso das folhas, correspondendo a 0,8% em
relação às folhas secas e constituindo-se no composto
majoritário para a espécie. Em 2005 tanto o quadrangulosideo
(10) como o ácido 3-O-β-D-glicopiranosil-(12)-β-D-
glicopiranosiloleanólico (14) foram novamente relatados por
Doyama e colaboradores para esta mesma espécie.
As estruturas das saponinas relatadas para P. alata
encontram-se na figura 2.




























Figura 2: Saponinas descritas para P. alata (REGINATTO et al., 2001)
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3.4.3 Alcalóides
Os alcalóides descritos para as espécies de Passiflora
são do tipo indólicos, mais especificamente do tipo β-
carbolinicos, sendo que muitos desses possuem atividade como
tranqüilizante e também para o tratamento de hipertensão
(HARBORNE; BAXTER, 1995).
Embora os relatos da presença destes alcalóides
(harmina, harmol, harmalina, harmalol e harmana) para o gênero
Passiflora, especialmente para P. incarnata, sejam referentes na
sua quase totalidade a estudos conduzidos nas décadas de 60 e
70, estudos mais recentes detectaram somente traços de
harmana ou mesmo nenhum alcalóide no gênero, com exceção
do trabalho realizado por Rehwald et al. (1995), o qual confirmou
a presença destes alcalóides em P. incarnata, através de um
método seletivo e validado para análise em nível de traços.
Especificamente para P. alata estes compostos foram
primeiramente relatados em 1984, onde Oga e colaboradores
quantificaram os alcalóides presentes nas folhas de P. alata
através de métodos espectrofotométricos (UV). Os resultados
apresentaram um teor de 0,217 mg/kg de alcalóides expressos
em harmana. No entanto, tentativas recentes foram realizadas no
intuito de analisar qualitativamente, através de CLAE, a presença
de alcalóides indólicos, e mais uma vez a presença dessas
substâncias não foi detectada (COELHO; VASCONCELLOS,
2003). Já Abourashed et al. (2003) utilizando CLAE identificaram
e quantificaram cinco alcalóides β-carbolínicos em várias
espécies de Passiflora, entre elas P. alata onde foram detectado
os alcalóides harmana, harmina e harmalina.
3.5 Metodologias analíticas de metabólitos secundários em
Passiflora spp.
A padronização química de medicamentos fitoterápicos e
a garantia da sua eficácia e segurança requerem métodos
analíticos adequados para a detecção e quantificação dos
princípios ativos, “marcadores químicos” e/ou substâncias
potencialmente tóxicas (CARVALHO et al., 2008).
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Diferentes métodos cromatográficos, como CLAE e
cromatografia em camada delgada de alta eficiência (HPTLC)
demonstraram ser importantes ferramentas para a identificação
de material vegetal de espécies de Passiflora, empregando
flavonóides como marcadores
Os flavonóides presentes em P. alata, P. edulis, P.
incarnata e P. caerulea foram analisados por HPTLC e
comparados com os teores obtidos por CLAE (PEREIRA et al.,
2004). As espécies P. alata, P. edulis e P. incarnata foram
escolhidas para este estudo devido às várias atividades
farmacológicas relatadas e ao significativo número de
preparações farmacêuticas existentes no mercado. Já P.
caerulea foi incluída no estudo por ser usada como possível
adulterante na Argentina e no Uruguai. A comparação dos
métodos (HPTLC e CLAE) foi realizada utilizando amostras
padrões e 11 amostras comerciais, visando avaliar a
aplicabilidade destas técnicas no controle de qualidade de
espécies de Passiflora.
Foi possível determinar o teor de orientina e isoorientina
por meio das duas técnicas, mostrando um perfil flavonoídico
distinto entre as espécies analisadas tanto qualitativamente
quanto quantitativamente. Além disso, empregando HPTLC,
isoorientina foi detectada em todas as amostras analisadas, não
se caracterizando, dessa forma, como um bom marcador químico
(PEREIRA et al., 2004).
A outra metodologia analítica avaliada, CLAE, também
demonstrou ser eficiente para a análise quantitativa de
flavonóides de Passiflora spp. No entanto, documentos oficiais
como as Farmacopéias Francesa, Européia e Brasileira ainda
adotam a espectrometria UV-Visível como método de escolha
para a análise quantitativa de flavonóides nestas espécies
vegetais (PEREIRA et al., 2004).
Em outro trabalho utilizando cromatografia em camada
delgada (CCD), foi realizada uma analise qualitativa (fingerprint)
de flavonóides e saponinas de 14 espécies de Passiflora de
ocorrência no sul do Brasil. De todas as amostras avaliadas
somente em P. alata foram detectadas saponinas, mais
especificamente os compostos 3-O-β-D-glicopiranosil-12-β-D-
glicopiranosil-ácido oleanolico e o quadrangulosideo, compostos
sugeridos como potenciais marcadores químicos para a espécie
(BIRK et al., 2005).
Capítulo I – Revisão da Literatura 45
Em análise por CLAE e UV foi possível determinar os
flavonóides presentes nas folhas de P. alata e comparar o seu
perfil e teor aos de P. incarnata. Os autores constataram que
isovitexina é o flavonóide majoritário de P. incarnata (1,198 g%),
embora não o seja em P. alata (0,018 g%), pois somente traços
de isovitexina e vitexina foram observados nesta espécie. Foi
constatado também a ausência de outros compostos como
orientina, swertisina (marcador de P. incarnata), hiperosídeo,
rutina, hesperidina e ácido clorogênico em P. alata (MÜLLER et
al., 2005).
Com o objetivo de determinar o teor de rutina, vitexina,
flavonóides totais e de alguns nutrientes, folhas de P. edulis
foram coletadas de diferentes posições do ramo. Os teores de
rutina, vitexina e flavonóides totais variaram em função da
posição e idade da folha, sendo maiores nas folhas jovens,
localizadas na região apical dos ramos do maracujá-amarelo
(Passiflora edulis var. flavicarpa) (FREITAS et al., 2007).
Para P. alata não foi encontrado, na literatura consultada,
estudos detalhados de sazonalidade, embora Müller et al. (2005)
tenham observado uma diferença marcante na concentração de
flavonóides das folhas de P. alata coletadas em diferentes
estações (inverno e verão).
Em uma publicação mais recente, Chabariberi e
colaboradores (2009) determinaram os flavonóides das folhas de
Passiflora spp. por espectrofotometria e seus resultados foram
comparados com métodos CLAE. Os autores evidenciaram que a
espectrofotometria no UV-Vis possui resultados similares quando
comparada à CLAE para análises de rotina, pois foram obtidos
resultados estatisticamente similares, com a vantagem de que o
método espectrofotométrico trata-se de uma técnica simples,
rápida, de baixo custo e que utiliza menor quantidade de solvente
em comparação com CLAE.
3.6 Atividade farmacológica
Muitos trabalhos foram publicados objetivando elucidar a
atividade farmacológica de espécies de Passiflora, e relacioná-la
com a composição química. Dentre as atividades mais
investigadas destacam-se as sobre o Sistema Nervoso Central
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(SNC). Uma breve revisão das atividades descritas para o
gênero Passiflora é apresentada no Apêndice 2. A seguir são
destacadas as atividades relatadas para P. alata.
3.6.1 Atividades sobre o SNC
Com relação à atividade no SNC de P. alata, o maior
número de estudos é para atividade ansiolítica. O primeiro
trabalho que relatou atividade farmacológica de P. alata foi
publicado por Lutomski e Wrocinski onde o extrato seco de P.
alata, causou depressão do SNC em camundongos. Em
continuidade a esse relato, Oga e colaboradores (1984)
analisaram o tempo de sono induzido por pentobarbital em
camundongos tratados com extratos preparados de acordo com
a Farmacopéia Francesa (1965) nas doses de 75 e 150 mg/kg
via i.p. Os resultados mostraram um aumento significativo no
tempo do sono nos animais tratados.
Oga e colaboradores (1984) avaliaram também a
convulsão induzida por pentilenotetrazol em camundongos,
sendo que os extratos mostraram uma atividade inibitória,
prolongando o tempo de latência e o período de sobrevivência
nas doses de 75 e 150 mg/kg. Ao avaliar a atividade motora dos
camundongos, a dose de 150 mg/kg reduziu a atividade,
causando ainda um efeito antagonista ao observado para a
anfetamina. A atividade analgésica dos extratos foi testada
nessas mesmas doses e não foi detectada atividade (OGA et al.,
1984).
Petry et al (2001), avaliaram a atividade ansiolítica de
extratos hidroetanólicos (40°GL)  a partir das folhas de P. alata e
P. edulis usando o teste do labirinto em cruz elevada (LCE). Os
extratos apresentaram atividade ansiolítica nas doses de 50, 100
e 150 mg/kg para P. edulis e nas doses de 100 e 150 mg/kg para
P. alata.  Foram avaliados também os teores de flavonóides
totais expressos em apigenina, onde o teor de P. edulis foi
superior ao de P. alata, 4,60% (m/m) e 2,90% (m/m)
respectivamente. Os autores sugerem uma correlação entre o
teor de flavonóides com ação farmacológica observada.
De-Paris et al. (2002) avaliaram a atividade ansiolítica de
P. alata e P. edulis Sims, porém agora com extrato aquoso das
folhas desta espécie, utilizando as mesmas doses e modelo
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utilizado por Petry et al. (2001). P. edulis mostrou efeito
ansiolítico nas doses de 50, 100 e 150 mg/kg, enquanto P. alata
apresentou atividade nas doses de 100 e 150 mg/kg. Pode se
constatar que o extrato aquoso (DE-PARIS et al., 2002)
comparado ao extrato hidroetanólico (40°GL) (PETRY;
REGINATTO, 2001) possuem efeito ansiolítico semelhante.
Otobone e colaboradores (2005) avaliaram o efeito
ansiolítico e sedativo do extrato combinado (EC) de P. alata e
Valeriana officinalis L. em ratos, submetidos aos testes do LCE e
teste de campo aberto (TCA). Nenhum efeito foi detectado após
o tratamento agudo ou repetido por 3 ou 7 dias com EC (5, 10 e
20 mg/kg, v.o.). Somente após a administração por 15 dias do
EC (20 mg/kg), foi detectado um aumento na porcentagem de
entradas e tempo gasto nos braços abertos no LCE, sem alterar
a atividade locomotora dos animais no TCA. O tratamento agudo
com 300 ou 600 mg/kg do EC diminuiu significativamente a
atividade locomotora no TCA. Estes resultados mostram que EC
produz efeito ansiolítico e sedativo, sendo o efeito ansiolítico
detectado em doses 15 vezes menor que a necessária para
atingir o efeito sedativo.
Reginatto et al. (2006) avaliaram a atividade ansiolítica de
extratos aquosos extraído por refluxo e secos por spray-dryer
das folhas de P. alata e P. edulis em ratos, utilizando o modelo
de LCE, nas doses de 200, 400 e 800 mg/kg (v.o.). Foi
observado um efeito ansiolítico na dose de 800 mg/kg para P.
alata e 400 e 800 mg/kg para P. edulis.
Barbosa et al. (2008) avaliaram a ação ansiolítica e o
processo de formação de memória de extratos aquosos de P.
alata e P. edulis var. flavicarpa nas doses 25, 50, 100 e 150
mg/kg em ratos (i.p.), usando o modelo de LCE e de esquiva
inibitória, respectivamente. P. alata induziu efeito ansiolítico nas
doses de 100 e 150 mg/kg e P. edulis nas doses de 50, 100 e
150 mg/kg. A memória não foi afetada em nenhuma das doses,
diferentemente do diazepam que interferiu no processo de
formação de memória em ratos. Os resultados sugerem que o
extrato aquoso de ambas as espécies de Passiflora, induziram
efeito ansiolítico em ratos, mas sem afetar o processo de
formação da memória.
No mesmo ano, Provensi et al. (2008) avaliaram o efeito
ansiolítico e sedativo em camundongos (v.o.) do extrato aquoso
(AQ) e hidroetanólico (HE-70%) obtidos das folhas de P. alata, e
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investigaram também o envolvimento do receptor
benzodiazepino-GABAa no efeito ansiolítico observado. Foi
demonstrado que o AQ e o HE embora tenham uma composição
similar em relação aos flavonóides e saponinas apresentam um
diferente perfil farmacológico, pois o extrato HE nas doses de
300 e 600 mg/kg apresentou tanto efeito ansiolítico quanto
sedativo, enquanto o extrato AQ (nas mesmas doses)
apresentou somente efeito hipnótico.
O efeito ansiolítico causado pelo extrato HE na dose de
300 mg/kg foi testado com o antagonista flumazenil observando
que houve um bloqueio completo da atividade descrita. Os
autores avaliaram também para o mesmo extrato (HE na dose de
300 mg/kg) o ligante flunitrazepam [H3], nas doses de 10-1000
μg/mL, em fluido de cérebro de ratos. Os autores verificaram que
não houve modificação na ligação do flunitrazepam inoculado,
sendo uma das justificativas apresentadas pelos autores que in
vivo pode haver biotransformação de alguns contituintes do
extrato para gerar metabólitos ativos nos receptores
benzodiazepínicos (PROVENSI et al., 2008).
3.6.2 Atividade antiinflamatória e atividade antioxidante
Vargas et al. (2007) avaliaram a inibição da inflamação
de extratos aquosos secos por spray-dryer das folhas de P. alata
e P. edulis Sims, em camundongos empregando o modelo de
pleurisia induzida por carragenina. O tratamento com os extratos
inibiu a migração dos leucócitos e reduziu a formação de
exsudatos. Além disso, foi observada significante inibição da
atividade da mieloperoxidase e adenosina-deaminase nas doses
testadas (100 mg/kg - P. alata - e 250 mg/kg - P. edulis - ip),  e
uma significante redução da proteína sérica. Baseado nesses
dados os autores afirmaram que P. alata e P. edulis Sims
possuem uma importante atividade antiinflamatória in vivo.
A atividade antioxidante do extrato hidroalcoolico das
folhas de P. alata e P. edulis foi avaliada in vitro e ex vivo em
ratos. Os autores constataram que ambas as espécies, em
especial P. alata, possuem atividade antioxidante significativa. A
análise do teor de fenólicos totais das duas espécies indicou que
P. alata apresenta aproximadamente o dobro de fenólicos totais
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quando comparado a P. edulis, o que pode ser relacionado à
atividade antioxidante detectada (RUDNICKI et al., 2007a)
Rudnicki et al (2007b) avaliaram também o efeito protetor
de extratos de P. alata em ratos com danos oxidativos induzidos
por tetracloreto de carbono (CCl4). O pré-tratamento com P. alata(5 mg/kg, v.o.) proporcionou uma significante proteção,
evidenciada pela proteção do fígado, mostrando também uma
relevante diminuição da peroxidação lipídica (TBARS) em níveis
cardíacos, o que sugere um efeito tanto hepatoprotetor quanto
cardioprotetor de P. alata em ratos tratados com CCl4.
3.6.3 Outras atividades farmacológicas
Doyama et al. (2005) analisaram os efeitos do chá de P.
alata nos níveis de colesterol e glicose em ratos. O extrato
administrado na dose de 1000 mg/kg, (v.o.) apresentou um
aumento estatisticamente significativo nos níveis de colesterol
HDL.
3.7 Ensaios de toxicidade
Doses elevadas do extrato bruto das folhas de P. alata
(acima de 400 mg/kg, i.p) foram relatadas como letais por
provocarem depressão profunda no SNC em camundongos,
sendo o valor da DL50 do extrato estimado em 456 mg/kg (OGAet al., 1984).
Nos últimos 10 anos foram encontrados somente três
relatos da avaliação da toxicidade de extratos de P. alata.
Giavina-Bianchi JR. e colaboradores (1997) descreveram
as espécies P. alata e Rhamnus purshiana como possíveis
agentes causadores de doenças respiratórias, como asma e
rinite. Testes de pele e por western blot confirmaram a
sensibilidade de pacientes para esses extratos, tanto in vivo
quanto in vitro sugerindo que essas plantas são agentes
etiológicos ocupacionais mediadores de IgE para asma e renite.
Amaral, Schenkel e Langeloh (2001) avaliaram a
toxicidade dos extratos aquosos liofilizados de P. alata e P.
edulis Sims sobre a reprodução de ratas. Esses extratos foram
administrados nas doses de 800 mg/kg (v.o.) durante todo o
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período de gestação, e os resultados não mostraram diferença
significativa no desenvolvimento ponderal, consumo de água ou
ração, massa do útero, número de sítios de implantação, número
de corpos lúteos, perdas pré e pós implantação e taxa de parto,
bem como o desenvolvimento da prole também não foi afetado.
Pode se concluir a ausência de toxicidade reprodutiva dos
extratos nas doses testadas.
Boeira e colaboradores (2010) avaliaram a toxicidade
aguda em camundongos e sub-aguda em ratos do extrato
aquoso seco por spray-drier, a partir das folhas de P. alata.
Foram avaliados parâmetros bioquímicos, hematológicos,
histológicos e da urina. Não foi observada morte dos
camundongos quando o extrato foi administrado em dose única
de 4800 mg/kg (v.o.), nem nos ratos tratados com dose de 300
mg/kg por 14 dias (uma vez ao dia). Além disso, todos os
animais não apresentaram alterações bioquímicas,
hematológicas ou histológicas significantes quando comparados
ao grupo controle. No entanto, os camundongos tratados com
doses agudas (150, 300 e 600 mg/kg) apresentaram danos no
DNA determinados pelo teste cometa após 3h do tratamento,
indicando que mais investigações são necessárias para garantir
a segurança do uso em humanos (BOEIRA et al., 2010).
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3.8 Conclusão
Dentre as atividades mais descritas para as espécies
investigadas destacam-se as sobre o SNC. Os metabólitos
secundários mais publicados para o gênero são flavonóides,
saponinas e os alcalóides. Sendo a presença dos alcalóides
artigo de discussão, indicada como presente por alguns autores
(ABOURASHED; VANDERPLANK; KHAN, 2003) e ausente para
outros (COELHO; VASCONCELLOS, 2003).
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4.CAPÍTULO II: Análise comparativa por Cromatografia em
Camada Delgada, Cromatografia Líquida de Alta Eficiência e
teor de fenólicos totais de folhas, frutos e sementes de
Passiflora alata
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4.1 Introdução
Nos últimos anos têm-se observado um aumento
significativo no consumo de plantas medicinais em nível mundial
(DE SMET, 2005). Atualmente no Brasil, programas oficiais de
saúde têm incentivado a exploração e/ou a produção sustentada
de espécies medicinais, que vem sendo gradativamente
implementados por muitos governos estaduais e municipais
(BRASIL, 2010; LOURENZANI; LOURENZANI; BATALHA,
2004).
De forma paralela a este crescente uso de plantas
medicinais também são requeridos procedimentos de controle de
qualidade da matéria-prima acompanhando desde o plantio até o
produto final, pois o metabolismo de plantas pode variar
consideravelmente dependendo de diversos fatores ambientais
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007).
Portanto, os processos de normalização são requisitos
fundamentais para garantir um nível consistente e adequado de
substâncias ativas que garanta a eficácia e qualidade do produto,
uma vez que diferentes condições de processamento podem
levar a produtos com qualidades distintas (BAUER, 1998). Esta
não é uma tarefa fácil considerando a grande variedade de
componentes presentes com diferentes características físico-
químicas em plantas, ao contrário dos fármacos sintéticos
(BAUER, 1998; LEOPOLDINI; RUSSO; TOSCANO, 2011).
Este capítulo apresenta uma comparação química das
diferentes partes aéreas (folha, pericarpo, polpa, semente) de P.
alata por CCD; CLAE-DAD e no teor de fenólicos totais.
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4.2 Objetivo
4.2.1 Objetivo geral
Avaliar o perfil químico das folhas e frutos (pericarpo,
polpa, semente) de P. alata por CCD e CLAE-DAD e quantificar o
teor de fenólicos totais.
4.2.2 Objetivo específico
Desenvolver um método por CCD e CLAE para a análise
qualitativa de flavonóides em folhas e frutos de P. alata.
Avaliar o teor de fenólicos totais das folhas e frutos de P.
alata por espectrofotometria UV/VIS.
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4.3 Revisão da literatura
4.3.1 Compostos fenólicos
Os compostos fenólicos pertencem a uma classe que
inclui ampla diversidade de estruturas simples ou complexas, e
que possuem pelo menos um anel aromático substituído por um
grupamento hidroxila. Dentre os compostos fenólicos
pertencentes ao metabolismo secundário são encontradas
estruturas variadas como os ácidos fenólicos, as cumarinas, as
ligninas, os taninos e os flavonóides (CARVALHO; GOSMANN;
SCHENKEL, 2004).
Muitos estudos têm descrito que a ingestão de alimentos
ricos em fenólicos é capaz de inibir o estresse oxidativo devido a
sua capacidade de seqüestrar os radicais livres e, dessa forma,
prevenir o aparecimento de doenças degenerativas como câncer,
doenças cardiovasculares e diabetes entre outras (HAVSTEEN,
2002; MANACH et al., 2004; RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA,
1996). Dentre os polifenóis isolados relatados para P. alata há
uma predominância de flavonóides, especialmente do tipo C-
glicosilados (DOYAMA et al., 2005; MÜLLER et al., 2005; OGA et
al., 1984; ULUBELEN et al., 1982).
Embora existam na literatura trabalhos que descrevam o
teor de fenólicos totais em espécies de Passiflora (OGA et al.,
1984; PETRY; REGINATTO, 2001; RUDNICKI et al., 2007a),
pode-se constatar que todos são relacionados às folhas de P.
alata, mas nenhum que relate o teor desses compostos nos
frutos desta espécie.
Rudnick et al. (2007a) analisaram o teor de fenólicos
totais de extratos hidroalcoolicos de P. edulis e P. alata
correlacionando esses teores com as propriedades antioxidante
e capacidade de antiglicação dos extratos dessas espécies. Os
autores encontraram uma relação linear entre o conteúdo de
fenólicos totais e atividade antioxidante em ambos os extratos,
sugerindo que os compostos fenólicos sejam os responsáveis
pela atividade antioxidante.
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4.3.2 Flavonóides
Os flavonóides são compostos de baixo peso molecular,
derivados de fenilbenzopironas, formados pela união de três
anéis (A, B, C), sendo dois deles aromáticos (Figura 3).
Apresentam uma grande variedade de estruturas básicas que
dão lugar a uma série de compostos que diferem em seu grau de










Figura 3: Núcleo fundamental dos flavonóides
As diferenças individuais dentro de cada grupo resultam
de uma variação no número e posição dos grupamentos
hidroxilas, por modificações nos núcleos (especialmente a
saturação do heterociclo pirônico), e pelo grau de metilação e
glicosilação, as quais afetam várias propriedades dos
flavonóides, particularmente a hidrofobicidade das moléculas.
Dentro dos grupos flavona e flavonol, os compostos mais
facilmente encontrados são aqueles com hidroxilas nas posições
3’ e 4’ do anel B e, em menor extensão, aqueles com apenas
uma hidroxilação na posição 4’. O sítio de glicosilação preferido
dos flavonóides é a posição 3 e, com menor freqüência, a
posição 7 (Figura 3). A glicose é o carboidrato mais usual, mas
outros resíduos de açúcares também podem ser encontrados,
como xilose, galactose e ramnose (SILVA; NUNES; FREIRE,
2001; WILHELM FILHO; SILVA; BOVERIS, 2001).
























Figura 4: Diferentes classes de flavonóides
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A maior ênfase no estudo das atividades biológicas dos
flavonóides teve lugar nos últimos anos como conseqüência da
necessidade de entender a interação que estes compostos
apresentam com as células e tecidos dos mamíferos
(MUSCHIETTI; MARTINO, 2007), em virtude da ampla gama de
atividades biológicas relatadas, tais como antitumoral,
antiinflamatória, antibacteriana, antiviral, e também na doença de
Alzheimer (ZHAO et al., 2009).
Considerando que P. alata, espécie de interesse nesse
trabalho, possui como constituintes majoritários flavonóides
(DOYAMA et al., 2005; OGA et al., 1984; PEREIRA et al., 2004)
e saponinas (BIRK et al., 2005; REGINATTO et al., 2001), e pelo
fato dos flavonóides apresentarem maior facilidade de detecção
por CLAE quando comparados aos compostos terpênicos e
possuírem padrões comerciais disponíveis, o presente capítulo
avaliou o perfil flavonoídico das diferentes partes aéreas (folha,
pericarpo, polpa, semente) de P. alata por CLAE-DAD, CCD e
teor de fenólicos totais.
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4.4 Metodologia
4.4.1 Materiais e Métodos
4.4.1.1 Material vegetal
Partes aéreas de P. alata foram coletadas no município
de Urussanga/SC, em maio de 2010 e identificadas pelo
Agrônomo Ademar Brancher (EPAGRI/Urussanga-SC). Material
testemunho está depositado no Herbário da Universidade
Federal de Santa Catarina (FLOR: 37823). Após a coleta e
identificação, as folhas foram submetidas à secagem em estufa
de ar circulante sob temperatura não superior a 40°C por sete
dias, moídas em moinho de facas e armazenadas à temperatura
ambiente até a preparação dos extratos.
Os frutos foram adquiridos na Companhia de Entrepostos
e Armazéns Gerais de São Paulo (CEAGESP) em novembro de
2009, provindos da Fazenda ITAMARATY. A partir destes, o
pericarpo, a polpa e a semente foram separados e armazenados
a -20°C até a preparação dos respectivos extratos.
4.4.1.2. Preparo e fracionamento dos extratos (P. alata)
As folhas (FO) (Figura 5A) foram secas, trituradas e
posteriormente extraídas por decocção (±90°C) com EtOH 40°GL
por 10 minutos, com relação droga:solvente 1:10 (m:v). O
pericarpo (PE) in-natura (Figura 5B) foi submetido à extração por
decocção com etanol 40°GL por 10 minutos, com relação
droga:solvente 1:3 (m:v). Após arrefecimento, os extratos foram
filtrados, o solvente eliminado sob pressão reduzida (evaporador
rotatório) e particionados com solventes de polaridade crescente
(AcOEt e n-BuOH).
A polpa (PO), a semente (SE) e o mesocarpo foram
separados por filtração. A seguir, a polpa foi particionada in-
natura com n- BuOH. Já as sementes foram trituradas em
liquidificador, lavadas com CH2Cl2 (1:1; m/v), e posteriormenteextraídas com EtOH 40°GL por sete dias. O extrato obtido foi
filtrado, o solvente eliminado sob pressão reduzida (evaporador
rotatório) e particionado com solventes de polaridade crescente
(AcOEt e n- BuOH).
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4.4.1.3 Determinação dos teores de fenólicos totais de folhas
e frutos de P. alata por UV/VIS
A avaliação do teor de compostos fenólicos totais das
diferentes partes aéreas de P. alata foi conduzida segundo
procedimento descrito por Singleton et al. (1999). A 100 µL das
amostras (1 mg/mL) foi adicionado 100 µL do reagente Folin
Ciocalteu e 200 µL de carbonato de sódio1 (25%, m/v). Essa
solução foi homogeneizada e diluída com água destilada para um
volume final de 2 mL. Após 2h sob abrigo da luz, as amostras
foram analisadas em espectrofotômetro UV/VIS (PerkinElmer®,
Lambda 25 UV/VIS) a 726 nm. O teor de compostos fenólicos
totais foi expresso como equivalentes de ácido gálico (EAG) em
g/100 g de extrato seco. Todas as análises foram realizadas em
triplicata
4.4.2 Análise estatística
Os resultados foram analisados por ANOVA de uma via,
seguida de pós teste Newman-Keuls (SNK), utilizando o
programa GraphPad Prism® (versão 5,00) (MackievTM), e as
significâncias estatísticas foram avaliadas em relação a média ±
D.P. Valores de P ≤ 0,05 foram considerados estatisticamente
significativo.
4.4.3 Análise cromatográfica dos flavonóides das diferentes
partes aéreas de P. alata
4.4.3.1 Análise por cromatografia em camada delgada (CCD)
O extrato seco obtido a partir das folhas secas e dos
frutos in-natura de P. alata e suas diferentes frações foram
analisados por CCD. Os cromatogramas foram obtidos
empregando-se como fase estacionária gel de sílica F254, e como
1 Preparo da solução de carbonato de sódio (Na2CO3): 25 g de Na2CO3 (Vetec®) foram
pesados, dissolvidos em 100 mL de água destilada e a solução foi estocada a 4°C ate o uso.
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fase móvel AcOEt: CH3COCH3:CH3COOH:H2O (6:2:1:1, v/v) ou
n-BuOH:CH3COCH3:H2O (12:5:7, v/v). Como agentes dedetecção foram empregados Reagente Natural (RN)2 e
anisaldeido-sulfúrico/ aquecimento (AS)3.
4.4.3.2 Análise por cromatografia líquida de alta eficiência
(CLAE/DAD)
As análises cromatográficas por CLAE/DAD foram
realizadas em equipamento Perkin Elmer Series 200
empregando coluna C18 Brownlee Analytical Perkin-Elmer® (150
x 4,6 mm d. i., 5 μm), fase móvel constituída de Acetonitrila (A) e
Ácido acético 1% em água (B) em um sistema gradiente; 0-30
minutos, 5-20% de A em B e de 30-40 minutos isocrático 20% A
em B. A fase móvel foi preparada diariamente e desgaseificada
por sonicação antes da utilização. O fluxo utilizado foi de 1,0
mL/min e o volume de injeção de 10 μL. A detecção foi realizada
a 340 nm e os espectros de UV obtidos na faixa de 700 – 200
nm. Como substâncias de referência foram utilizadas isoorientina
isovitexina, orientina, rutina, vitexina e vitexina-2”-O-ramnosídeo.
Todos os extratos foram analisados na concentração de 5 mg/mL
e todas as análises foram realizadas em triplicata.
2 RN: Reagente Natural (difenilboriloxyetilamina 1% em metanol)
3 AS: Anisaldeído Sulfúrico (0,5 mL de 4-aldeído anísico, 25 mL de ácido acético, 25 mL de
etanol, 1 mL de ácido sulfúrico).
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4.5 Resultados e discussão
4.5.1 Rendimento
O rendimento dos extratos após extração por decocção e
o das frações após a partição com solventes de polaridade
crescente foi avaliado. A tabela 1 discrimina os rendimentos dos
extratos e das frações obtidas.
Tabela 1: Rendimento do extrato hidroetanólico das diferentes partes




s Extrato hidroetanólico 23,3 g 23,30%Fração AcOEt 2,49 g 2,49%
Fração n-BuOH 10,35 g 10,35%




o Extrato hidroetanólico 5,5088 g 1,10%
Fração AcOEt 0,0180 g 0,0036%
Fração n-BuOH 0,6197 g 0,12%
Fração Residual H2O 4,8707 g 0,97%
po
lpa Fração n-BuOH 18,0422 g 12,18%




s Extrato hidroetanólico 9,839 g 11,8%
Fração AcOEt 0,231 g 0,27%
Fração n-BuOH 0,422 g 0,50%
Fração Residual H2O 9,1857 11,02%
*Percentual das folhas foi calculado em relação aos 100 g de planta
seca; do pericarpo em relação aos 500 g de fruto in-natura; da polpa em
relação aos 2 L de polpa in natura que seco rendeu 148,117 g essa
quantia foi considerada 100%; da semente em relação à 83,33 g de
semente in-natura
A extração por decocto do pericarpo não foi realizada na
proporção de 1:10, m/v devido ao grande volume de solvente que
deveria ser usado se considerada a massa do pericarpo. Na
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proporção de 1:3 m/v obteve-se um bom resultado, considerando
também o grande volume de água contido no fruto fresco (74%).
4.5.2 Compostos fenólicos totais
A avaliação do teor de fenólicos totais presentes no
extrato e frações resultantes do processo de fracionamento de P.
alata foi conduzida, segundo procedimentos descritos por
Singleton et al. (1999). O ensaio para determinação do teor de
fenólicos totais baseia-se na redução do íon fosfomolibdato do
reagente de Folin-Ciocalteu (Sigma®) pelo íon fenolato da
amostra, formando compostos cromógenos, que podem ser
detectados espectrofotometricamente.
Os materiais-teste analisados foram o extrato
hidroetanólico das diferentes partes aéreas, obtido por decocção
e suas respectivas frações (AcOEt, n-BuOH, R. H2O). Para estaquantificação foi construída uma curva analítica com ácido gálico
em seis concentrações (1,25; 2,5; 7,5; 12,5; 17,5; 22,5 µg/mL), a
qual foi expressa pela equação (y=0,062x+0,069; R2=0,998),
representada na figura 6.
Figura 6: Curva de calibração do ácido gálico. A leitura foi realizada a
726 nm e cada ponto representa a média de três leituras de cada
concentração.
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O teor de compostos fenólicos totais do extrato bruto das
diferentes partes de P. alata está apresentado na figura 7, sendo
o teor encontrado na semente duas vezes maior que o teor de
fenólicos encontrados nas folhas.




















Figura 7: Teor de fenólicos totais dos extratos hidroalcoolicos de
diferentes partes aéreas de P. alata. Os dados são média ± desvio
padrão, expressos em g de EAG/100 g de extrato seco (n=3). Letras
diferentes referem-se a diferenças estatísticas significativas (ANOVA
/SNK p<0,05) dentro de cada fração das partições avaliadas.
Os teores de fenólicos totais das frações estão
apresentados na Figura 8. Das frações avaliadas os maiores
teores detectados foram na fração n-BuOH das sementes de P.
alata (3,93 g EAG/ 100 g de extrato), sendo este um teor três
vezes superior ao detectado para as folhas (1,20 g EAG/ 100 g
de extrato). Já para o pericarpo os maiores teores de fenólicos
totais foram detectados na fração AcOEt com valores próximos a
1,5 g EAG/100 g de extrato.
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Figura 8: Teor de fenólicos totais em extratos hidroalcoolicos e frações de diferentes partes aéreas de P.
alata. Os dados são média ± desvio padrão, expressos em g de EAG/100 g de extrato seco (n=3). Letras
diferentes referem-se a diferenças estatísticas significativas (ANOVA /SNK p<0,05) dentro de cada parte da
planta avaliada.
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Considerando que Rudnicki et al. (2007a) relacionaram o
maior potencial antioxidante do extrato das folhas de P. alata ao
alto teor de compostos fenólicos, os dados aqui apresentados
sugerem que o extrato e as frações das sementes de P. alata
sejam avaliados quanto ao seu potencial antioxidante,
principalmente se considerarmos que as sementes, em muitos
casos, são considerados resíduos de processos tecnológicos do
maracujá-doce.
4.5.3 Perfil químico das diferentes partes aéreas de P. alata
por cromatografia em camada delgada (CCD)
A análise por CCD dos extratos etanólicos das folhas e
frutos de P. alata, e das diferentes frações obtidas, apresentaram
diferenças quanto aos seus perfis cromatográficos como
mostram as figuras 9 e 10, respectivamente.
Figura 9: Comparação cromatográfica por CCD do extrato etanólico e
de suas frações obtidos de diferentes partes de P. alata. Eluente:
AcOEt: CH3COCH3:CH3COOH:H2O (6:2:1:1, v/v). Detecção: ReagenteNatural (RN). Amostras:
As frações n-BuOH e AcOEt das folhas comparadas às
mesmas frações do pericarpo apresentaram compostos de
mesma coloração e fator de retenção (Rf) (0,4; 0,5 e 0,6) quando
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
0,5
9. Semente Fração BuOH
10. Semente Fração AcOEt
11. Semente R. H2O
5. Pericarpo Fração AcOEt
6. Pericarpo R. H2O7. Polpa Fração BuOH
8. Polpa Fração R. H2O
1. Folha Fração BuOH
2. Folha Fração AcOEt
3. Folha Fração R. H2O4. Pericarpo Fração BuOH
Capítulo II - Resultados e Discussão 76
revelados com RN (Figura 9). Por meio de comparação com
valores de Rfs obtidos, somente a vitexina-2”-O-ramnosideo
(Rf:0,5) apresentou valor de Rf semelhante a compostos
presentes na fração n-BuOH do pericarpo. Pode-se observar
também que as diferentes partes de P. alata, após nebulização
com RN, apresentam um perfil químico distinto, sendo as folhas
(representadas pelos números 1, 2 e 3) e o pericarpo (4, 5 e 6)
ricos em compostos flavonoídicos. A polpa (7 e 8) e a semente
(9, 10 e 11) apresentaram, aparentemente, uma menor variedade
desses compostos além de possuírem perfis distintos da folha e
do pericarpo.
O perfil cromatográfico das diferentes frações, de
diferentes partes de P. alata, apresentou-se distinto ao serem
revelados com AS. Pode-se observar que os compostos mais
polares permaneceram nas frações n-BuOH, sendo a fração
AcOEt mais rica em compostos de menor polaridade (Figura 10).
Figura 10: Comparação cromatográfica por CCD do extrato etanólico e
de suas frações obtidos de diferentes partes de P. alata. Eluente:
AcOEt:CH3COCH3:CH3COOH:H2O (6:2:1:1, v/v). Detecção: Anisaldeídosulfúrico e aquecimento. Amostras:
As frações quando reveladas com AS indicaram a
presença de triterpenos e saponinas, assinalados pela reação de
coloração (rósea) típica frente ao agente cromogênico
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
0,4
1. Folha Fração BuOH
2. Folha Fração AcOEt
3. Folha Fração R. H2O4. Pericarpo Fração BuOH
5. Pericarpo Fração AcOEt
6. Pericarpo R. H2O7. Polpa Fração BuOH
8. Polpa Fração R. H2O
9. Semente Fração BuOH
10. Semente Fração AcOEt
11. Semente R. H2O
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empregado, estando essas substâncias mais acentuadas nas
frações n-BuOH e/ou AcOEt das folhas e do pericarpo (Rf: 0,4).
No intuito de identificar esses compostos, a fração n-
BuOH do pericarpo foi cromatografada com substâncias de
referência (flavonóides) previamente descritas para as folhas
(DOYAMA et al., 2005; LANGASSNER, 2010; MÜLLER et al.,
2005) e com outros padrões de flavonóides disponíveis no
laboratório (Figura 11).
Figura 11: Cromatografia em camada delgada sob gel de sílica da
fração n-BuOH do pericarpo de P. alata e comparação com amostras
autênticas. Fase móvel: AcOEt: CH3COCH3:CH3COOH:H2O (6:2:1:1,v/v). Detecção: Reagente Natural. Amostras:
Embora tenham sido testados diversos sistemas
cromatográficos, o uso da CCD não foi eficiente para avaliar as
frações da polpa e da semente, pois ambas apresentaram uma
menor variedade e intensidade de compostos.
1 2 3 4 5 1 6 7
0,5
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4.5.4 Perfil químico por CLAE-DAD das diferentes partes
aéreas de P. alata
A análise qualitativa do conteúdo de flavonóides
glicosilados em extratos de espécies de Passiflora foi realizada
por comparação dos tempos de retenção (tr), dos espectros de
UV das amostras comparadas com substâncias autênticas e por
co-injeção com padrões. O sistema de fase móvel mais
apropriado para avaliar as diferentes partes de P. alata foi
composto de acetonitrila (solvente A) e uma solução de ácido
acético 1% (solvente B) (eluição gradiente).
Seis flavonóides foram utilizados como amostras
autênticas e seus respectivos tr estão apresentados na tabela 2.
O perfil cromatográfico relativo aos flavonóides das amostras
variaram, desde uma composição simples, com apenas um
composto como no extrato da semente (SE-BuOH), até uma
composição complexa, com mais de dez compostos, como visto
nos extratos do pericarpo (PE-BuOH). Os flavonóides
glicosilados investigados nas diferentes partes aéreas de P. alata










Figura 12: Núcleo fundamental dos flavonóides
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Tabela 2: Estrutura química e tempo de retenção (tr) de flavonóides utilizados como amostras autênticas.
Amostras
autênticas tr (min) Aglicona R1 R2 R3 R4 R5
isoorientina (1) 25,3 luteolina gli H OH OH H
orientina (2) 26,3 luteolina H gli OH OH H
VIT-R* (3) 28,7 apigenina H gli-O-ramn H OH H
isovitexina (4) 29,7 apigenina glu H H OH H
rutina (6) 29,7 quercetina H H OH OH O-ramn-gli
vitexina (11) 29,3 apigenina H gli H OH H
gli= glicose, ramn= ramnose, *vitexina-2”-O-ramnosideo
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Na fração n-BuOH das folhas de P. alata o pico 3 (tr=28,7
min) é o majoritário (Figura 13) e pode ser identificado como
vitexina-2”-O-ramnosideo por comparação dos tempos e
retenção, co-injeção com amostra autêntica e pelo perfil no UV
(similar aos derivados de apigenina). Adicionalmente foram
identificados, por meio dos mesmos parâmetros descritos acima,
os picos 1, 2 e 4 como sendo isoorientina, orientina e isovitexina
respectivamente.
Figura 13: Cromatograma por CLAE da fração n-BuOH das folhas de P.
alata com detecção UV/DAD em λ= 340 nm (condições cromatográficas
item 4.4.3.2).
Todos esses flavonóides já foram previamente descritos
para as folhas de P. alata (DOYAMA et al., 2005; OGA et al.,
1984; ULUBELEN et al., 1982). Por outro lado, o composto 5
(pico 5, tr:31,4 min) não pode ser identificado, mas mostrou max:352, 270, 256 absorção UV semelhante aos derivados de
luteolina.
No método que apresentou melhor resolução para as
diferentes partes de P. alata, isovitexina e rutina apresentaram o
mesmo tr, fato comprovado pelo espectro de UV/DAD. Nas
folhas, essas substâncias foram facilmente diferenciadas, por
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núcleo tipo apigenina (flavona) e a rutina possui núcleo flavonol,
o que gera coloração distinta sob luz UV.
Como os flavonóides no pericarpo (Figura 14) estão em
concentrações inadequadas para visualização de seus espectros
de UV, esses foram caracterizados somente por tr e por co-
injeção. Dessa forma, não foi possível afirmar se o pico com tr:
29,7 trata-se da isovitexina ou da rutina ou de co-eluição de
ambas as substâncias. Nessa mesma linha de raciocínio não foi
possível identificar, com as estratégias utilizadas, os compostos
majoritários, no pericarpo, descritos como 7, 8, 9, 10 com tr: 11,5;
18,0; 31,2; 35,5 min respectivamente.
Figura 14: Cromatograma por CLAE da fração n-BuOH do pericarpo de
P. alata com detecção UV/DAD em λ= 340 nm (condições
cromatográficas item 4.4.3.2).
De todas as partes aéreas de P. alata avaliadas o
pericarpo apresentou a maior variedade de flavonóides, sendo
detectadas substâncias com o mesmo tr dos compostos 1, 2, 3 e
4, sendo eles respectivamente isoorientina, orientina, VIT-R e
isovitexina.
Na polpa foram detectados compostos com absorção em
340 nm (Figura 15), porém, em virtude desses compostos estar
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dos mesmos. Pode-se observar também que as substâncias
majoritárias presentes na polpa não estão presentes nas outras
partes avaliadas, pois as substâncias majoritárias da polpa
possuem caráter mais polar que os compostos majoritários da
folha (VIT-R), do pericarpo e da semente, sugerindo que estes
compostos possam ser flavonóides diglicosilados e/ou
triglicosilados.
Figura 15: Cromatograma por CLAE da fração n-BuOH da polpa de P.
alata com detecção UV/DAD em λ= 340 nm (condições cromatográficas
item 4.4.3.2).
A fração n-BuOH da semente mostrou-se instigante, visto
que é possível observar somente um composto fenólico, ainda
não identificado, mas que apresentou valores de absorção no UV



















Capítulo II - Resultados e Discussão 83
Figura 16: Cromatograma por CLAE da fração n-BuOH da semente de
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4.6 Conclusão
As partes aéreas de P. alata avaliadas por CLAE-DAD
indicaram que o pericarpo apresentou a maior variedade de
flavonóides, estando presentes os flavonóides descritos para as
folhas (isoorientina, orientina, vitexina-2”-O-ramnosideo,
isovitexina), embora em concentrações inferiores. Pode-se
observar também que o flavonóide majoritário das folhas
(vitexina-2”-O-ramnosideo) não é o composto majoritário
detectado nas outras partes investigadas.
A fração n-BuOH da semente apresentou um composto
majoritário com perfil UV característico de derivado
cafeoilquínico, composto esse que está em processo de
isolamento. Das partes aéreas avaliadas a semente foi a que
apresentou maior teor de fenólicos.
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5. CAPÍTULO III: Flavonóide glicosilado isolado do pericarpo
(FAM 12) e saponina isolada das folhas (R9) de Passiflora
alata Curtis
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5.1 Introdução
Até meados da década de 60, os estudos fitoquímicos
sobre Passiflora enfatizavam a investigação dos alcalóides
indólicos do tipo harmano e sua ação no Sistema Nervoso
Central (SNC) (PEREIRA; VILEGAS, 2000). Contudo,
recentemente os estudos direcionaram-se aos compostos de
natureza flavonoídica (PEREIRA; VILEGAS, 2000),
especificamente aos flavonóides do tipo C-glicosídeo (DOYAMA
et al., 2005; PETRY; REGINATTO, 2001; SENA et al., 2009).
Entre os flavonóides relatados para as folhas de P. alata temos a
2”xilosil-vitexina, vitexina, isovitexina, orientina, rutina,
isoorientina, vitexina-2”O-ramnosídeo, escoparina-2”O-
ramnosídeo, orientina-2”O-ramnosideo (DOYAMA et al., 2005;
ULUBELEN et al., 1982).
Outro tipo de metabólito investigado para o gênero são as
saponinas (DOYAMA et al., 2005; ORSINI; PELIZZONI;
VEROTTA, 1985; REGINATTO et al., 2001; YOSHIKAWA et al.,
2000a; ZUCOLOTTO; PALERMO; SCHENKEL, 2006). Para as
saponinas, são descritos cinco compostos para as folhas da
espécie, sendo o majoritário deles o quadrangulosideo
(REGINATTO et al., 2004) saponina de núcleo ciclolanostano.
As saponinas são compostos amplamente distribuídos no
reino vegetal e constituem uma das mais importantes classes de
produtos naturais produzidos pelas plantas. Quimicamente são
compostos de alto peso molecular (cerca de 700-1500 DA),
formados por núcleo triterpênico ou esteroidal chamado de
aglicona e açúcares ligados a essa (HOSTETTMANN;
MARSTON, 1995; SCHENKEL; GOSMANN; ATHAYDE, 2004;
TAKETA, 1997).
As saponinas podem ser classificadas de acordo com a
estrutura molecular de sua aglicona, sendo denominadas
triterpênicas quando a aglicona apresenta 30 átomos de carbono,
ou de saponinas esteroidais quando a aglicona possuir menos de
30 átomos de carbono. De acordo com a porção glicídica as
saponinas podem ser classificadas quanto ao número dessas
cadeias, sendo as mais comumente encontradas as
monodesmosídicas (apenas um açúcar ou uma cadeia desses),
e as bidesmosídicas (dois açúcares ou cadeia desses ligados a
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carbonos diferentes na aglicona (HOSTETTMANN; MARSTON,
1995).
Os triterpenos, sapogeninas das saponinas triterpênicas,
constituem um dos grupos mais importantes dos terpenóides.
São conhecidos ao menos 200 esqueletos diferentes desses
compostos, advindos de produtos naturais ou de reações
enzimáticas características da ciclização do esqualeno ou de seu
óxido. Os caminhos biossintéticos que conduzem à formação dos
esteróides e triterpenos são completamente idênticos até a
formação do 2,3-oxiesqualeno (Figura 17). A partir daí a rota
torna-se diversificada em sua etapa de ciclização, sendo a
diversidade estrutural dos triterpenos gerada nesta etapa (Figura
17) (SHIBUYA et al., 1999; XU; FAZIO; MATSUDA, 2004).
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Figura 17: Ciclização do 2,3-óxido de esqualeno e alguns exemplos de triterpenos e saponinas de plantas
(SHIBUYA et al., 1999).
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Por séculos preparações contendo saponinas têm sido
empregadas no tratamento de diversas enfermidades. Muitos
estudos tem descrito diversas propriedades farmacológicas para
saponinas, dentre elas se destacam as atividades
antiinflamatória, hemolítica, antimicrobiana e antitumoral (MAN et
al., 2010; MANDAL; SINHA BABU; MANDAL, 2005; SIMÕES;
AMOROS; GIRRE, 1999; SMALL; JURZYSTA; NOZZOLILLO,
1990). Mais recentemente algumas classes de saponinas têm
sido utilizadas como adjuvantes em vacinas (ZAKAY-RONES,
2010). Especificamente para as saponinas descritas para P. alata
não há relatos de estudos de atividade farmacológica.
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5.2 Objetivo
O presente capítulo teve por objetivo o isolamento e a
elucidação estrutural de flavonóides e saponinas dos frutos e
folhas de P. alata.
5.3 Procedimentos gerais
5.3.1 Cromatografia em camada delgada
Para os procedimentos cromatográficos foram utilizados
solventes grau p.a. de procedências variadas. Para as análises
por CCD foram utilizadas cromatofolhas de alumínio de sílica gel
60 F254 Merck® e Macherey-Nagel®.A detecção dos compostos foi realizada mediante
observação dos cromatogramas sob luz ultravioleta em
comprimento de onda de 254 e 366 nm e visualizadas com
Reagente Natural A (RN) como reagente cromogênico para
detecção de flavonóides e compostos fenólicos, e anisaldeido-
sulfúrico (AS) para detecção de terpenóides/saponinas
(WAGNER; BLADT, 1996).
5.3.2 Cromatografia em coluna
Como fase estacionária foram utilizadas sílica gel 60 de
procedência Merck®, com as granulometrias de 63-200 µm e de
40-60 µm, sílica gel RP-18 de procedência EMD® (40-60 µm) e
gel de permeação molecular Sephadex® LH-20 de procedência
GE Healthcare®.
5.3.3 Cromatografia líquida de alta eficiência
As análises cromatográficas por CLAE/DAD foram
realizadas empregando coluna C18 Brownlee Analytical Perkin-
Elmer®, fase móvel constituída de Acetonitrila (A) e Ácido acético
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1% (B) em um sistema gradiente. A detecção foi realizada a 340
nm (procedimentos descritos no item 4.4.3.2 capítulo 2).
5.4 Análise Estrutural
Para elucidação estrutural das substâncias isoladas,
foram utilizados métodos espectroscópicos como ressonância
magnética nuclear (RMN) de hidrogênio (1H) e de carbono (13C),
espectroscopia no ultravioleta além de espectrometria de
massas.
Os espectros de Ressonância Magnética Nuclear (RMN)
foram realizados em equipamentos Varian AS-400 MHz (400 e
100 MHz para RMN de 1H e 13C respectivamente) no Depto de
Química da Universidade Federal de Santa Catarina,
espectrômetro Bruker Avance 400 (400 e 100 MHz para RMN de
1H e 13C respectivamente) em colaboração com a Faculté de
Pharmacie (UPJV) Amiens, França, e espectrômetro Bruker AM
500 (500 e 125 MHz para RMN de 1H e 13C respectivamente) em
parceria com a Universidade de Buenos Aires, Argentina.
Os espectros de massas de alta resolução com
fotoionização a pressão atmosférica (APPI) foram obtidos em
espectrômetro Bruker MicrOTOF-Q II em modo positivo
(Universidade de Buenos Aires, Argentina).
5.5 Material Vegetal
Partes aéreas de Passiflora alata Curtis foram coletadas
no município de Urussanga/SC, em maio de 2010. Após a coleta
e identificação, as folhas foram submetidas à secagem em estufa
de ar circulante sob temperatura não superior a 40°C. A partir
dos frutos o pericarpo, polpa e semente foram separados e
armazenados a -20°C até a preparação dos respectivos extratos
(procedimento descrito no item 4.4.1.1 do capítulo 2).
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5.5.1 Preparo e fracionamento dos extratos (P. alata)
Após a secagem, folhas de P. alata e o pericarpo in-
natura foram extraídos por decocção em EtOH 40°GL. Após
arrefecimento, os extratos foram filtrados, o solvente eliminado
sob pressão reduzida (evaporador rotatório) e particionados com
solventes de polaridade crescente (AcOEt e n-BuOH)
(procedimento descrito no item 4.4.1.2 do capítulo 2).
5.6 Análise cromatográfica das frações
A fração n-BuOH das folhas e do pericarpo in-natura de
P. alata e as frações das colunas cromatográficas foram
analisadas por CCD. Estas cromatografias foram realizadas
empregando-se como fase estacionária gel de sílica F254, e comofase móvel AcOEt: CH3COCH3: HCOOH: H2O (6:2:1:1, v/v);AcOEt:HCOOH:H2O (8:1:1, v/v) e n-BuOH: CH3COOH : H2O(12:5:7, v/v). Os cromatogramas foram avaliados com reagente
natural A (RN) e anisaldeído-sulfúrico (AS) seguido de
aquecimento como agentes de detecção.
5.7 Isolamento e purificação
Visando o fracionamento e o isolamento dos metabólitos,
as frações n-BuOH (ricas em flavonóides e saponinas) foram
submetidas a sucessivos ensaios cromatográficos empregando
diferentes fases estacionárias (sílica de fase normal e reversa,
Sephadex LH-20).
5.7.1 Isolamento da substância FAM 12 a partir da fração
butanólica do pericarpo dos frutos de P. alata
O composto codificado como FAM 12, foi isolado da
fração n-BuOH do pericarpo, como pode ser observado no
esquema mostrado na figura 18. A fração n-BuOH do pericarpo
de P. alata (1,5 g) foi cromatografada em coluna de permeação
molecular (Sephadex LH-20, 25 g), tendo como eluente MeOH.
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As frações foram monitoradas por CCD e as frações 24-36, que
possuíam a substância codificada como FAM 12 como
constituinte majoritário, reunidas (250,1 mg).
A seguir, essa fração foi novamente cromatografada sob
sílica gel (60-200 µm – 40 g) sendo possível observar que nas
frações 17-23 (62,63 mg) havia a substância FAM 12 como
constituinte majoritário (Figura 18) porém ainda com traços de
outros compostos, especialmente após serem revelados com AS.
A fração 17-23 (62,63 mg) foi então submetida a nova
cromatografia em coluna de permeação molecular (Sephadex
LH-20) onde pode-se obter nas frações 18-32 (36,45 mg) o
composto FAM 12 puro.
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Figura 18: Purificação e isolamento do composto FAM 12 a partir do pericarpo de P. alata.
•1ª







•A: 24-36 (250, 1 mg)
•FE: Sílica gel média
(60-200 µm) 40 g
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5.7.2 Substância isolada a partir da fração butanólica das
folhas de P. alata.
A partir da fração n-BuOH das folhas de P. alata foi
isolado um composto codificado como R9. Esta fração (2 g) foi
cromatografada em coluna Sephadex LH-20 (25 g), com MeOH
como eluente (Figura 19). As frações 1-8 (290 mg) foram
submetidas a nova cromatografia em coluna de sílica gel com
fase móvel isocrática CHCl3-EtOH-H2O (60:40:5, v/v), onde asfrações 8-16 resultantes continham a substância R9 (48 mg)
como constituinte majoritário. Essa fração foi novamente
cromatografada em coluna com sílica RP-18, com fase móvel
MeOH-CH3COOH (1%) gradiente (5:95 à 20:80, v/v) obtendo-sea substância R9 (14 mg) isolada.
Essa fração foi dividida em duas partes, sendo uma delas
(8 mg) submetida a acetilação, com o intuito de auxiliar na
elucidação estrutural dos açúcares.
A substância R9 foi acetilada com 1,0 mL de piridina e
1,0 mL de anidrido acético. A solução permaneceu em agitação
por 24h, onde posteriormente foi adicionado 2 g de gelo picado,
e, a seguir, filtrado em funil de vidro sinterizado (G5). O filtrado
obtido foi particionado três vezes com 10 mL de AcOEt e
dessecado com Na2SO4.
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Figura 19: Purificação e isolamento da substância R9 das folhas de P. alata.
•1ª







•A: 1-8 (290 mg)
•FE: Sílica gel fina
(40-60 µm) 50 g
•FM: CHCl3: EtOH:HOCH3CO(60:40:5, v/v)
8-16 (48 mg)
•3ª
•A: 8-16 (48 mg)




 8 mg foi acetilado (R9a)
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5.8 Resultados e discussão
5.8.2 Análise estrutural das substâncias isoladas
5.8.2.1 Substância FAM 12
O composto FAM12 foi avaliado através de CCD
apresentando satisfatória resolutividade no sistema escolhido,
permitindo supor, pela fluorescência desenvolvida após reação
frente ao RN sob luz ultravioleta em 366 nm, tratar-se de uma
flavona com núcleo tipo apigenina (WAGNER; BLADT, 1996).
A análise por espectroscopia de ultravioleta com
utilização de reagentes de deslocamento confirmou a presença
de um núcleo flavona. Os dados destas análises foram
comparados com a literatura (MARKHAM, 1982) e estão
apresentados na tabela 3.
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Tabela 3: Máximos de absorção e deslocamentos nos espectros UV da substância VIT-R
Solvente/
Reagente
 máximo (nm) Deslocamento avaliado (nm)* Informaçõesestruturais
propostasBanda II Banda I Banda II Banda I
MeOH 272 337 - - Núcleo flavona




-OH livre em C-4’
NaOMe Nova banda 334 - - -OH em C-7
NaOAc 272 342 - +5 -OH livre em C-7
NaOAc +




AlCl3 276; 304 349; 390 -
Sem
deslocamento
em relação AlCl3+ HCl
Não possui
grupamento o-OH
AlCl3 + HCl 277; 302 347; 390 - + 53 -OH livre em C-5
*: Deslocamento observado após a adição dos reagentes apresentados.
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análise dos resultados obtidos a partir dos espectros de
UV sugerem que o composto FAM12 trata-se de uma flavona
com as características de núcleo apigenina com hidroxila livre no
carbono 7, 5 e 4’.
Ao ser analisado por CCD e comparado frente a
diferentes padrões de flavonóides disponíveis em nosso
laboratório, a substância FAM12 apresentou o mesmo Rf (0,50) e
coloração da vitexina-2”-O-ramnosideo (Figura 20). Além desses
ensaios a substância FAM12 foi avaliada por CLAE-DAD
(metodologia item 4.4.3.2) apresentando o mesmo tr e perfil de
UV quando comparado a amostra padrão vitexina-2”-O-
ramnosideo (dados não apresentados).
Figura 20: Cromatografia em camada delgada da substância FAM12
isolada a partir da fração BuOH do pericarpo de P. alata,
cromatografada com amostra autêntica.
Através dos espectros de ressonância magnética nuclear
de hidrogênio (RMN 1H) foi possível atribuir os deslocamentos
químicos dos hidrogênios característicos de heterosídeos de
flavonóides para a substância FAM12. No espectro de RMN1H
(Figura 21) são evidentes os sinais correspondentes a dois
açúcares ( 3,5–4,0) (MARKHAM, 1982) assim como a presença
de um dupleto em  0,66 com constante de acoplamento de 5,8
Hz, o que sugere a presença de ramnose na molécula.
No espectro de RMN 1H ampliado (Figura 22 e 23) a presença de
um singleto em  6,56 correspondente ao H-3 e o hidrogênio H-6
( 6,93) sobreposto com o dupleto 6,95 (H-3’ e H-5’) corrobora a
presença de sinais característicos de um flavonóide glicosilado.
Os hidrogênios referentes ao anel B da aglicona da susbtância




FE: Gel de sílica F254
Detecção: RN A, λ. 366 nm
Amostras: 1, 2 e 3 (FAM12 isolada);
4. vitexina-2”-O-ramnosideo autêntica.
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fam 12.esp










































Figura 21: Espectro de RMN-1H da substância FAM12 em CD3OD a 400MHz.
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Figura 22: Espectro de RMN-1H da substância FAM12 em CD3OD a 400MHz.
fam 12.esp
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Figura 23: Espectro de RMN-1H, ampliado, da substância FAM12 em CD3OD a 400MHz.
fam 12.esp
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H-ramn 6’’’ 0,66; d, 3 (5,86) - 0,46
H-6 6,56; s, 1 6,27 6,25
H-3 6,93; s, 1 6,77 6,78
H-3’ e H-5’ 6,95;d, 2 (8,99) 6,88 6,89
H-2’ e H-6’ 7,99; d, 2 (8,99) 8,02 8,04
*vitexina CD3OD (TANAKA et al., 2005)**vitexina-2”-O-ramnosideo em DMSO-d6 (DOYAMA et al., 2005)
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Considerando que as análises por UV, CCD indicaram
que o composto FAM12 possuía características de uma flavona
(apigenina), que as análises por CLAE/DAD, mostraram que o
composto apresentou tempo de retenção e espectro de UV
semelhante a vitexina-2”-O-ramnosideo, e que nas análises por
RMN1H foram observados os sinais característicos desse
composto, os dados apresentados confirmam tratar-se da
substância vitexina-2”-O-ramnosideo, composto já relatado para
a espécie, mas ainda não descrito para o pericarpo de P. alata.
5.8.2.2 Substância R9
A substância codificada como R9 foi obtida da fração n-
BuOH das folhas de P. alata, a qual quando revelada com AS
apresentou coloração característica de um composto terpênico
(Figura 24). Adicionalmente, observando-se o sistema
cromatográfico empregado, é possível sugerir que a substância
R9 trata-se de um heterosídeo.
Figura 24: Cromatografia em camada delgada do composto R9, obtido
a partir da fração n-BuOH das folhas de P. alata.
A elucidação estrutural da substância R9 foi realizada
através do derivado acetilado (R9a) por apresentar maior massa
e também por já possuirmos espectros preliminares deste
composto realizados na Faculté de Pharmacie (UPJV) Amiens -
França. O interesse no re-isolamento deste composto ocorreu
em função dos dados originais de RMN1H e 13C sugerirem tratar-
se de um composto ainda não descrito para P. alata, embora sua
estrutura não tenha sido elucidada a partir destes espectros
R9
FE: Gel de sílica F254
FM: BuOH: CH3COOH: H2O (12:5:7, v/v)
Detecção: AS/aquecimento
Amostra: R9
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originais. Foram utilizados também espectros da substância R9
não acetilada isolada no presente trabalho (obtidos junto a
UBA/Argentina - dados não apresentados), visando confirmar
algumas informações observadas para o derivado acetilado.
Através dos espectros de RMN1H e 13C, e espectros
bidimencionais COSY, HMBC e HSQC foi possível caracterizar a
estrutura do composto R9 acetilado e atribuir seus
deslocamentos.
Na figura 25 pode ser observado o espectro desacoplado
de RMN-13C do composto R9a, sendo a caracterização de cada
átomo de carbono realizada com a análise do espectro DEPT-
135° (Figura 26).
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Figura 26: Subespectro DEPT 135° da substância R9a.
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O espectro de RMN13C da R9 acetilada mostra a
existência de 48 carbonos. Além destes são verificados também
18 sinais de carbonos na região de 20 e 170 ppm, que
correspondem as metilas e as carbonilas respectivamente, das
acetilas da estrutura.
O espectro de RMN 13C revelou também a presença de
sinais característicos de três carbonos anoméricos ( 99,2, 100,7
e 102,7) e uma dupla ligação ( 130,4 e 130,7). Os carbonos do
composto R9a através do espectro DEPT puderam ser
caracterizados como:
Carbono CH3 CH2 CH Cq
 = 66 14 16 21 15
O espectro de RMN 1H (Figura 27) e suas ampliações na
região das metilas (Figura 28) e na região dos hidrogênios
anoméricos (Figura 29) indicaram a presença de um
ciclopropano na estrutura pela existência de dois dupletos em
campo altamente blindado H 0,35 (J= 3,6 Hz) e 0,56 (J= 3,6 Hz)(caracteristicos dos H geminais do ciclopropano) (ORSINI et al.,
1987), e cinco simpletos integrando para três hidrogênios em H0,79; 0,85; 0,91; 1,01; 1,70, indicando a presença de cinco
metilas terciárias na estrutura. A presença de uma dupla ligação
foi confirmada pelo sinal do hidrogênio olefínico (H 5,35/ tripleto;J=5,3), sendo possível constatar também a presença de três
hidrogênios anoméricos (H 4,58; 4,55; 4,45/ dupeletos) o queconfirma a presença de três açúcares na molécula, fato este
corroborado pelos espectros de RMN13C que também sugerem
essa característica para a estrutura (HOSTETTMANN;
MARSTON, 1995).
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A partir da caracterização dos sinais do espectro de RMN
1H (Figura 27; 28 e 29) foi iniciado o trabalho com os espectros
de HSQC, HMBC e COSY, onde foram observadas as
conectividades entre carbonos e seus respectivos hidrogênios
(HSQC), entre hidrogênios e carbonos vizinhos a longa distância
(HMBC) e entre hidrogênios vizinhos espacialmente (COSY),
A partir do espectro de correlação CH-HSQC (Figura 30,
31 e 32), foi possível identificar os hidrogênios ligados aos
carbonos da molécula do triterpeno, o número de átomos de
hidrogênio ligados por cada átomo de carbono e caracterizar os
sinais referentes aos hidrogênios.
Capítulo III - Resultados e Discussão 118




































Capítulo III - Resultados e Discussão 119









Capítulo III - Resultados e Discussão 120




























Capítulo III - Resultados e Discussão 121
O espectro de correlação HMBC (Figura 33) forneceu
informações importantes sobre a conectividade entre hidrogênios
e carbonos vizinhos a longa distância. No espectro HMBC foi
possível caracterizar as correlações dos hidrogênios de grupos -
CH3 com seus respectivos carbonos vizinhos, bem como doshidrogênios anoméricos (C-3 e C-26) com seus carbonos
vizinhos (Figura 34), permitindo assim estabelecer a posição
exata de ligação das metilas e de duas moléculas de açúcar à
aglicona triterpênica.
O carbono anomerico com deslocamento de 100,7 ppm
não apresentou correlação com nenhum outro carbono da
molécula, permitindo apenas especular que ele possa estar
ligado em C-21 pelo deslocamento químico observado (62,2
ppm). No entanto, considerando que raramente são descritos na
literatura saponinas tridesmosídicas, outras possibilidades mais
prováveis seriam a presença de uma glicose e de uma cadeia
osídica com 2 açúcares ligada à aglicona, sendo estas ligadas ao
C3 ou C26. No entanto as correlações não nos permitem concluir
nenhuma dessas hipóteses, e mais análises espectroscópicas
devem ser feitas para alocar corretamente este açúcar na
molécula.
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Figura 33: Espectro de correlação CH-HMBC (400-100 MHz) do composto R9a.
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No espectro HH-COSY (Figura 35) foram destacados os
carbonos na região de 70 ppm, os quais estão acoplados aos
hidrogênios que ressonam em campo baixo, que geralmente
correspondem aos hidrogênios de moléculas de açúcares e aos
hidrogênios próximos a grupos eletronegativos como hidroxilas e
ligações insaturadas (H-24: 5,35 ppm).
Capítulo III - Resultados e Discussão 125















Capítulo III - Resultados e Discussão 126
Conforme citado anteriormente, a presença de açúcares
na molécula pode ser identificada nos espectros de RMN-1H e
RMN-13C pelo deslocamento químico característico de seus
hidrogênios e carbonos anoméricos, devido a maior
desblindagem em relação aos demais átomos de hidrogênio que
compõe a molécula de açúcar ligada a aglicona. Nos espectros
de RMN1H e 13C da substância R9a foi possível observar os
sinais em H 4,58 (d, J=7,9 Hz); 4,55 (d, J=7,9 Hz) e 4,45 (d, J=8
Hz) sendo seus respectivos carbonos  100,7; 102,7; 99,2
característicos de carbonos anoméricos de β-glicopiranose
(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2006).
Considerando que a porção açúcar normalmente
encontra-se ligada na aglicona de saponinas formando uma
ligação do tipo éter na hidroxila do C-3 (HOSTETTMANN;
MARSTON, 1995), a análise do espectro de correlação HH-
COSY permitiu caracterizar, a partir dos hidrogênios anoméricos,
a seqüência referente ao açúcar ligado ao C3 da aglicona (Figura
36).
As constantes de acoplamento observadas para os
hidrogênios do ciclohexano (Figura 37) podem servir de base
para a análise de açúcares, pois os dados espectroscópicos de
RMN-1H correspondentes às interações entre hidrogênios e as
constantes de acoplamento variam de acordo com a disposição
equatorial ou axial de seus substituintes. A configuração do
carbono anomérico dos açúcares afeta o valor da constante de
acoplamento 3JHH, onde a β-glicose, com disposição trans-axialentre H-1 e H-2, apresenta 3J1-2=7,9 Hz, ao passo que a α-glicose, com disposição axial-equatorial, possui valor de 3J1-2=3,7 Hz.


























Figura 36: Seqüência de hidrogênios determinados através das
correlações vicinais observadas no espectro COSY para β-glicose





Figura 37: Constante de acoplamento de hidrogênios vicinais (3JHH)característicos do ciclohexano (FRIEBOLIN, 1988).
A análise do espectro de RMN-1H permitiu a
determinação das constantes de acoplamento entre os
hidrogênios vicinais dos açúcares, os quais apresentam J
próximos a 8,0 Hz, caracterizando estes como β-glicose, com
disposição trans-axial entre H-1 e H-2.
Na tabela 5 podem ser observados os deslocamentos
químicos dos hidrogênios e carbonos anoméricos das glicoses
atribuídos para o composto R9a, bem como outros carbonos e
hidrogênios presentes na região dos açúcares. A comparação
destes valores com dados da literatura (HOSTETTMANN;
MARSTON, 1995; REGINATTO et al., 2001; YOKOSUKA et al.,
2010) sugerem que dois desses açúcares encontram-se ligados
aos C-3 e C-26, respectivamente. No entanto, conforme
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anteriorente citado, não é possível estabelecer com exatidão a
localização do terceiro açúcar.
Tabela 5: Valores de  dos hidrogênios e carbonos na região dos
açúcares ligados a substância R9a e suas correlações COSY.
DEPT δC δH COSY HMBC
1A CH 102,7 4,55 (d) 5,07 90,2
2A CH 71,7 5,07 (m) 5,20 -
3A CH 73,0 5,20 (m) 5,07 -
4A CH 71,5 5,18 (m) 5,20; 4,90 -
5A CH 69,2 4,90 (m) 5,18 62,2
6Aa CH2 62,2 4,15 (d) - -
6Ab CH2 62,2 4,20 (m) - -
1B CH 100,7 4,58 (d) 5,00 68,8
2B CH 71,0 5,00 (m) 5,20 -
3B CH 72,9 5,20 (m) 5,00 -
4B CH 71,9 3,70 (m) 3,62 -
5B CH 68,8 3,62 (dd) 3,70; 3,90 100,7
6Ba CH2 64,9 3,90 (m) 3,62 -
6Bb CH2 64,9 4,25 (m) - -
1C CH 99,2 4,45 (d) - -
2C CH 68,3 5,07 (m) 5,20 -
3C CH 72,0 5,20 (m) 5,07 -
4C CH 71,3 3,70 (m) 3,95; 5,20 -
5C CH 68,8 3,95 (m) 3,70; 4,20 -
6Ca CH2 61,9 4,20 (m) 3,95 -
6Cb CH2 61,9 4,26 (m) - -
A tabela 6 reune as informações dos dados de RMN 1H e13C da estrutura R9a.
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Tabela 6: Valores de  observados nos espectros de RMN-13C e 1H da
substância R9a e suas correlações HSQC, HMBC e COSY.
- DEPT δC δH (multipli-
cidade)
COSY HMBC
1 CH2 31,7 1,21 (m); 1,55
(m)
2 29,6; 26,3; 40,6
2 CH2 29,6 1,95 (m); 2,00
(m)
- 31,7
3 CH 90,2 3,15 (dd) 1,95;
2,00
14,7; 25,1; 102,7
4 C 40,6 - 14,7; 25,1; 31,7
5 CH 47,3 1,95 (m) - 14,7; 25,1; 30,5
6 CH2 25,8 0,91 (m) 14,7
7 CH2 31,7 1,20 (m); 1,55
(m)
1,95 25,8; 30,5
8 CH 46,6 1,95 (m) 1,55 18,2
9 C 19,3 - - 30,5
10 C 26,3 - - 30,5; 31,7
11 CH2 27,6 1,36 (m) 1,10;
1,95
-
12 CH2 35,4 1,36 (m) 1,10;
1,95
19,4
13 C 45,1 - - 18,2; 19,4
14 C 48,8 - - 18,2; 19,4
15 CH2 31,7 1,20 (m); 1,55
(m)
- 18,2
16 CH2 26,3 1,95 (m) 1,68 31,8
17 CH 39,4 1,68 (m) 1,95;
2,00
-
18 CH3 18,2 1,01 (s) - -
19 CH2 30,5 0,35 (d); 0,56
(d)
- 19,3; 26,3; 31,7; 47,3
20 CH 47,8 1,51 (m) 1,95 -
21 CH2 62,2 4,25 (m) - -
22 CH2 24,4 1,20 (m) - -
23 CH2 31,8 1,70 (m) - 130,4
24 CH 130,4 5,35 (t) - 21,4; 31,8
25 C 130,7 - - 20,5; 67,9
26 CH2 67,9 4,20 (m) - 20,5; 99,2
27 CH3 20,5 1,70 (s) - -
28 CH3 19,4 0,91 (s) - 35,4; 45,1; 48,8
29 CH3 25,1 0,85 (s) - 40,6; 47,3; 90,2
30 CH3 14,7 0,79 (s) - 25,8; 40,6; 47,3; 90,2
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A fórmula molecular do composto R9 não acetilada
C48H80O18 foi deduzida por espectrometria de massas de altaresolução (APPI) pelo pico [M+Na]+ 967.5222 (Figura 38),
corroborando com as estruturas proposta (m/z: 944,5345) (Figura
39) a partir dos dados de RMN utilizados.
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Figura 38: Espectro de Massas (APPI) da substância R9.
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Os dados analisados e comparados com a literatura
permitem sugerir 3 estruturas distintas (S1, S2 e S3) para ocomposto R9a, as quais são apresentadas na figura abaixo
(Figura 39). Cabe destacar, porém que considerando as
possibilidades biogenéticas e o relatado na literatura, a
possibilidade de que o composto R9a seja o 9,19-ciclolanostano-
24Z-en-3,21,26-β-D-tri-O-glicopitranosideo, uma saponina
triterpênica tridesmosídica (S1) é menor, principalmente seconsiderarmos que não há um deslocamento químico específico
de glicosilação no C-21 da aglicona. Por outro lado, a análise dos
espectros disponíveis não permitiu visualizar qualquer correlação
específica entre hidrogênios de uma possível cadeia osídica.
Figura 39: Propostas de estruturas para substância R9a (S1, S2 e S3).
As três propostas para R9a (S1, S2 e S3) ainda não foramdescritas na literatura. Os deslocamentos de carbonos da R9a
comparados com estruturas semelhantes da literatura, como o
quadrangulosídeo (REGINATTO et al., 2001;) e o aquilegiosideo
(YOSHIMITSU; NISHIDA; NOHARA, 2008) estão compilados na

































peracetiladoS1: RA= gli ; RB= gli ; RC = gliS2: RA= gli-gli ; RB= OH ; RC = gli
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- 13C 13C 13C
1 31,7 32,4 31,8
2 29,6 30.2 29,7
3 90,2 88,9 88,7
4 40,6 41,4 41,1
5 47,3 47,6 47,3
6 25,8 21,3 20,8
7 31,7 27,9 26,1
8 46,6 47,6 47,8
9 19,3 20,1 19,2
10 26,3 26,4 26,1
11 27,6 26,4 26,5
12 35,4 35,9 32,9
13 45,1 45,6 46,6
14 48,8 49,1 47,6
15 31,7 32,4 47,1
16 26,3 26,7 75,5
17 39,4 43,1 58,2
18 18,2 18,8 19,5
19 30,5 30,0 29,7
20 47,8 46,8 39
21 62,2 61,8 12,6
22 24,4 30,9 73,2
23 31,8 25,2 33,1
24 130,4 131,3 128,3
25 130,7 132 132,8









- 13C 13C 13C
26 67,9 67,8 67,2
27 20,5 22,3 21,9
28 19,4 19,9 20,3
29 25,1 25,9 25,4
30 14,7 15,6 15,2
























Figura 40: R9a comparados com estruturas semelhantes da literatura (quadrangulosideo e aquilegiosideo).
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5.9 Conclusão
Um flavonóide glicosilado (FAM12) foi isolado do
pericarpo de Passiflora alata, o qual foi identificado como
vitexina-2”-O-ramnosideo, substância previamente descrita para
as folhas de P. alata e ainda não relatada para o fruto desta
espécie.
A partir das folhas de Passiflora alata foi isolada uma
saponina (R9) para a qual é possível afirmar:
 A aglicona desse composto é o 9,19-
ciclolanostano.
 Existem 3 moléculas de glicose na estrutura
dessa substância, sendo uma ligada ao C3 e
outro ao C26.
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6. CAPÍTULO IV: Influência dos processos de extração e
secagem no teor de vitexina-2”-O-ramnosideo no extrato




Atualmente, o desenvolvimento de novas tecnologias
para obtenção de extratos secos padronizados de plantas
medicinais é de grande interesse das indústrias de fitoterápicos.
Estes atributos, entretanto, são dependentes das etapas de
transformação ao longo da produção, que incluem as condições
utilizadas nos processos de secagem e no tratamento térmico de
bioprodutos (RAGHAVAN; ORSAT, 1998).
Outro fato a ser destacado é que para extratos vegetais,
diferenças nas metodologias de preparação dos extratos podem
acarretar alterações na composição química do produto final.
Portanto, para garantir a equivalência farmacêutica dos
medicamentos fitoterápicos faz-se necessário um controle
rigoroso de todas as etapas do processo de produção. Assim, os
parâmetros de qualidade da matéria-prima vegetal devem ser
precisamente definidos e os procedimentos de preparação dos
extratos adequadamente padronizados (LIANG; XIE; CHAN,
2004).
O gênero Passiflora, pertencente à família Passifloraceae
possui cerca de 630 espécies (DEGINANI, 1999) ocorrendo
principalmente nas Américas (SACCO, 1980). O Centro-Norte do
Brasil é a região de maior distribuição do gênero Passiflora, com
cerca de 150 espécies nativas (FALEIRO; JUNQUEIRA; BRAGA,
2005). Entre as espécies mais difundidas no Brasil está P. alata,
sendo essa uma das espécies incluídas na Farmacopéia
Brasileira 5ª edição (2010) e presente em diversos
medicamentos no mercado nacional.
Para as espécies de Passiflora, embora diversos
trabalhos correlacionem os flavonóides como compostos
responsáveis pela atividade farmacológica, não foram
encontradas publicações da influência do processo de extração e
secagem no teor desses compostos.
Este estudo representa o primeiro trabalho de análise
sistemática dos efeitos de diferentes métodos de extração
(infusão, decocção, refluxo) e secagem (rotavapor, liofilização)




Acetonitrila, ácido acético (grau P.A.) foram adquiridos da
Tedia® (Rio de Janeiro, Brasil). Água Ultra-pura foi obtida por
sistema Milli-Q (Millipore®, Bedford, USA). Os padrões orientina
( 98%) e isoorientina ( 98%) foram adquiridos da
Extrasynthèse, vitexina ( 96 %) e isovitexina ( 98%) da Fluka
enquanto vitexina 2”-O-ramnosideo foi adquirida da Sigma-
Aldrich® Co. (St. Louis, EUA).
6.2.2 Material vegetal e preparação da amostra
Partes aéreas de Passiflora alata Curtis foram coletadas
no município de Urussanga/SC, em maio de 2010 e identificadas
pelo Agrônomo Ademar Brancher (EPAGRI). Material
testemunho está depositado no Herbário da Universidade
Federal de Santa Catarina (FLOR 37823). Após a coleta e
identificação, as folhas foram submetidas à secagem em estufa
de ar circulante sob temperatura não superior a 40°C por sete
dias, moídas em moinho de facas e armazenadas à temperatura
ambiente até a preparação dos extratos.
O material vegetal foi extraído com água na proporção
droga: solvente (1:10, m/v) por 10 min., empregando diferentes
métodos de extração: infusão (INF), decocção (DEC) e refluxo
(REF). Após arrefecimento, os extratos foram filtrados e levados
a secura por dois métodos distintos: evaporador rotatório (ROTA)
(50°C) e liofilizador (LIOF).
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6.3 Análise qualitativa e quantitativa em Cromatografia
Líquida de Alta Eficiência (CLAE)
A análise por CLAE foi realizada em equipamento
PerkinElmer (série 200), com detecção por UV com arranjo de
diodo (DAD). Todos os dados foram adquiridos empregando
software TotalChrom®. Para análise cromatográfica foi utilizada
coluna Brownlee RP-C18 (150  4.6 mm, 5 m). As amostras
foram dissolvidas em ACN (10% em água) à 1 mg/mL e filtradas
através de membrana Millipore de 0,45 m. Uma alíquota de dez
(10) L de cada amostra foi injetada para análise. Como fase
móvel foi empregada uma mistura composta por 20% de
acetonitrila (solvente A) e 80% de ácido acético 1% em água
(solvente B) na forma isocratica. A fase móvel foi preparada
diariamente e deaerada por ultrassom. A vazão foi de 0,6 mL por
minuto e os cromatogramas registrados a 340 nm, enquanto o
espectro de UV foi monitorado em um intervalo de 700 a 200 nm.
O constituinte majoritário foi caracterizado, considerando o tempo
de retenção, os espectros de UV e por co-injeção com amostras
autênticas. As soluções de VIT-R foram preparadas em
diferentes concentrações (6,25, 12,5, 25, 40, 100, 150, 200
g/mL). A quantificação foi realizada utilizando uma curva de
regressão de sete pontos (r2 > 0,999). Todas as soluções foram
analisadas em triplicata e suas respectivas áreas foram
mensuradas.
6.4 Validação e procedimento analítico
Os parâmetros metodológicos avaliados e validados
foram especificidade, linearidade, exatidão e precisão
(repetibilidade e precisão intermediária), limite de quantificação
(LQ) e limite de detecção (LD). Os parâmetros foram avaliados e
validados de acordo com Cass, Degani (2001) e ICH (2005).
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6.5 Análise estatística
As variações de flavonóides foram expressas como
valores médios de triplicatas ± DP. As diferenças entre os
métodos foram comparadas por ANOVA de uma via ou duas vias
seguido de pós-teste, Newman-Keuls (SNK) ou Bonferroni.
Foram realizadas análises de dados usando o software
GraphPad Prisma® (versão 5,00) (MackievTM) e a significância
estatística foi a média e erro padrão da média, sendo P < 0,05
aceito como sendo estatisticamente significativo.
6.6 Resultados e discussão
6.6.1 Rendimento
Ao avaliar os diferentes métodos de extração, detectou-
se um maior rendimento (g extrato/100 g de folha seca) nas
extrações por refluxo (25,37 g) e infusão (23,77 g) seguido do
decocto (20,87 g), sendo esse último o que apresentou menor
rendimento. Os processos de secagem, liofilização e rotavapor
não apresentaram diferença significativa no rendimento em






















Figura 41: Rendimento entre os diferentes métodos de extração e
secagem (ANOVA uma via/SNK, p<0.05). Os dados representam a
média de três experimentos independentes. Letras diferentes referem-
se a diferenças estatísticas significativas.
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6.6.2 Perfil químico
Avaliando os compostos presentes em P. alata através
de comparação com amostras autenticas pode se confirmar,
como previamente citado por Langassner (2010), que o
constituinte majoritário das folhas dessa espécie é VIT-R, sendo
os flavonóides tipo C-glicosídeos isoorientina, orientina e
isovitexina detectados em traços. Considerando que VIT-R não
foi identificada em teores significativos em outras espécies de
Passiflora, este composto pode constituir um eficiente marcador
químico para P. alata, especialmente se for considerado a maior
facilidade de detecção dos flavonóides quando comparados com
compostos terpênicos, como o quadrangulosideo, saponina
majoritária descrita para P. alata e proposta pelos autores como
marcador químico para a espécie (REGINATTO et al., 2004).
O perfil qualitativo de flavonóides manteve-se inalterado
entre os diferentes métodos de extração e secagem avaliados
(Figura 42).
Figura 42: Cromatogramas dos diferentes extratos das folhas de P.




A curva de calibração foi preparada com sete soluções-
padrão na faixa de concentrações de 3,12-200 µg/mL. A curva foi
construída através da relação das concentrações de soluções-
padrão conhecidas (µg/mL) e suas respectivas áreas nos
cromatogramas. As amostras apresentaram relação linear entre
a concentração e a área do pico (r2> 0,999). O limite de
quantificação (LQ) e o limite de detecção (LD) foram definidos
por DPR > 5% e por sinal: ruído; 3:1, respectivamente.
Determinou-se a repetibilidade e precisão intermediária
(inter-dia) sendo ambas feitas em triplicata. O ensaio de
repetibilidade avaliou amostras de solução-padrão de três
concentrações diferentes. Observou-se uma boa repetibilidade,
pois para todas as analises o DPR <0,42%, esteve dentro do
preconizado (CASS; DEGANI, 2001; ICH, 2005). Os extratos
avaliados apresentaram boa exatidão (entre 99,9% à 102,2%)
sendo essa determinada pela adição 200 µL de uma mistura de
acetonitrila:água, (10:90 v/v) à 200 µL de amostra com a solução
padrão. As amostras e soluções padrão com suas respectivas
concentrações e recuperações médias e todos os outros valores
de validação estão apresentados na Tabela 8.
Os resultados indicaram que o teor do composto VIT-R
(mg.g-1 de extrato seco) é influenciado pelos métodos de
extração e secagem do extrato, pois comparativamente, os
processos de decocção, infusão e refluxo apresentaram
diferenças significativa entre si (Figura 43).
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Tabela 8: Resultados da validação
VALIDAÇÃO VIT-R DEC-R DEC-L INF-R INF-L REF-R REF-L LIMÍTES



























LQ (µg/mL) 1,56 - - - - - - -
LD (µg/mL) 0,39 - - - - - - -



























Figura 43: Comparação do teor de VIT-R entre os diferentes métodos
de extração e secagem (ANOVA uma via/SNK p<0,05), letras diferentes
referem-se a diferenças estatísticas significativas, valores expressos em
média ±DP. Analise comparativa do mesmo método de extração seco
de maneiras diferentes (ANOVA duas via/Bonferroni p<0,05, ±DP, n =
9), * representa diferenças estatísticas significativas.
Bott et al (2010) também evidenciaram diferença nos
extratos secos com diferentes processos tecnológicos. Segundo
os autores há um perfil distinto de degradação para vitexina nos
dois métodos de secagem avaliados (spray e spoted bed-dried)
sendo que o método spoted bed-dried resultou também em um
extrato com maior teor de flavonóides (10%) e menor teor de
umidade (1,6%), o que sugere que o extrato seco por spoted
bed-dried é mais estável.
No entanto, este estudo de estabilidade com extratos de
folhas de P. alata, utiliza como marcador químico vitexina,
embora este composto seja detectado somente em traços em P.
alata (LANGASSNER, 2010; MÜLLER et al., 2005). Sabe-se que
vitexina e vitexina-2”-O-ramnosídeo embora apresentem um
açúcar de diferença na molécula e possuam polaridade
semelhante e mesmo perfil no UV, são passíveis de separação
por CLAE (LANGASSNER, 2010).
Neste âmbito, existem trabalhos na literatura avaliando
métodos de extração e secagem adequados para se obter um
maior teor de compostos de interesse em derivados de droga
vegetal.
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Komes e colaboradores (2010) caracterizaram a
eficiência da extração e estabilidade de compostos bioativos do
chá verde durante a sua preparação. Os resultados obtidos
indicaram diferenças significativas na composição química
destes chás e, por conseqüência, suas propriedades
farmacológicas dependem fortemente das condições de
extração.
O efeito de cinco métodos de secagem das folhas de
diferentes espécies de gengibre sobre as propriedades
antioxidantes foi investigado. Todos os métodos de secagem
térmica (microondas, forno e secagem ao sol) resultaram em
uma redução significativa do teor de fenólicos totais, enquanto as
secagens não térmicas (liofilização e ao ar livre) resultaram em
maior atividade antioxidante e no teor de fenólicos totais (CHAN
et al., 2009).
O método mais eficiente para obter altos teores de
flavonóides em extratos de folhas frescas de Cosmos caudatus,
foi decocção em água. Os autores verificaram também que a
temperatura de secagem das folhas (entre 30 e 100°C) afeta o
teor de flavonóides de folhas de Cosmos caudatus (SUKRASNO
et al., 2011). Porém, tanto Chan et al (2009) quanto Sukrasno et
al (2011) avaliam a influência do processo de secagem das
folhas e não de extrato frente seus constituintes como realizado
nesse trabalho.
Já Raal e Kuznetsova (2007) analisaram a interferência
de diferentes métodos e tempo de extração (infusão, decocção,
Thermos bottle) no teor de compostos ativos de diferentes
espécies vegetais. Os autores concluíram que cada metabólito
exige métodos distintos para se obter um melhor rendimento,
pois para a espécie vegetal avaliada o maior teor de flavonóides
foi assegurado pela extração de 12h em Thermos bottle.
O rendimento de hiperosideo, vitexina e vitexina-2”-O-
ramnosideo de Crataegus monogyna foi avaliado em diferentes
modos de extração (soxhlet, maceração, ultrasom e microondas)
comparando esses métodos sobre diversas condições
experimentais (variando solvente, temperatura e tempo). Os
resultados indicaram que o melhor método para extração desses
compostos foi por microondas, com 50% MeOH em água à
120°C e 120 W (MARTINO et al., 2008).
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Os resultados relatados nesse trabalho e nos artigos
descritos acima demonstram um impacto significativo das
condições de extração e secagem sobre as propriedades do
produto confirmando a real necessidade de mais pesquisas
voltadas a esta temática.
6.7 Conclusão
O método de extração mais adequado para se obter
extratos ricos em VIT-R é a infusão e o método de secagem mais
apropriado para todos os extratos avaliados é liofilização.
Este estudo é o primeiro a relatar que o extrato seco por
liofilização apresenta um maior teor de VIT-R comparado ao
rotavapor.
Estudos de estabilidade posteriores devem ser feitos para
afirmações mais precisas sobre possíveis modificações sofridas
pelo flavonóide avaliado nos diferentes processos empregados.
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Entre as espécies mais difundidas no Brasil temos P.
alata e P. edulis sendo os frutos dessa última amplamente
empregada na preparação de sucos (especialmente P. edulis
var. flavicarpa), enquanto os frutos de P. alata são mais
consumidos in-natura. O uso do chá das folhas dessas espécies
é popularmente utilizado principalmente como remédio calmante
e tranqüilizante. Essas duas espécies e também P. incarnata
encontram-se presentes em várias formulações fitoterápicas.
As espécies selecionadas para a elaboração da revisão
da literatura (apêndice 1 e 2) foram escolhidas devido o interesse
do nosso grupo de pesquisa por espécies difundidas na
Colômbia, por possuirmos um convênio bilateral com a
Universidad de Bogotá. Atualmente dois doutorandos
desenvolvem pesquisas com espécies de Passiflora dessa região
focando em atividade no sistema nervoso central e investigação
dos constituintes químicos dessas espécies.
P. tripartita, P. quadrangularis e P. ligularis são
freqüentemente usadas na preparação de sucos e sobremesas
na Colômbia, sendo que em 2005 a INVIMA órgão regulador da
Colômbia, aprovou preparações farmacêuticas dessa espécie
como sedativo e hipnótico (COLÔMBIA, 2009).
Especificamente P. alata, espécie central do presente
trabalho, possui nove flavonóides e cinco saponinas relatadas,
entre as atividades descritas as que possuem mais relatos são
as atividades sobre o SNC. No entanto, assim como para outras
espécies, não existe um consenso sobre quais compostos ou
classes de compostos são responsáveis por determinada
atividade. Embora alguns autores descrevam os compostos C-
glicosídeos como responsáveis pelas atividades (COLETA et al.,
2006; SANTOS et al., 2006; ZUCOLOTTO et al., 2009b), existem
na literatura trabalhos que reforçam a hipótese de ação sinérgica
entre os compostos (WAGNER, 2011).
De todas as partes aéreas de P. alata avaliadas por
CLAE-DAD, o pericarpo foi o que apresentou a maior variedade
de flavonóides, estando presentes os flavonóides já descritos
para as folhas (isoorientina, orientina, vitexina-2”-O-ramnosideo,
isovitexina), mas em concentrações inferiores. Pode-se observar
também que o flavonóide majoritário das folhas (vitexina-2”-O-
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ramnosideo) não é o composto majoritário detectado nas outras
partes investigadas.
Ao comparar as diferentes partes por CCD pode-se
observar um perfil distinto para compostos terpênicos polares,
revelados com anisaldeído sulfúrico (AS), estando esses
compostos em maior quantidade nas folhas e pericarpo de P.
alata.
Além dos compostos flavonoídicos previamente descritos
para as folhas de P. alata, essa possui uma substância, mais
apolar de núcleo luteolina, que não foi identificada pelos métodos
aqui empregados.
Foi mensurado o teor de compostos fenólicos nas
diferentes partes aéreas de P. alata De todas as partes avaliadas
a semente foi a que apresentou o teor mais elevado (3,93 g EAG
/100 g de extrato) tornando-a promissora para análises químicas
e biológicas futuras.
A vitexina-2”-O-ramnosideo, flavonóide majoritário das
folhas de P. alata, foi isolado do pericarpo de P. alata, fato ainda
não descrito na literatura para essa parte da planta.
Das folhas de P. alata foi isolado uma saponina de núcleo
ciclolanostano e com três açúcares ligados á aglicona, para a
qual foram propostas três estruturas. No entanto, mais
experimentos devem ser feitos para confirmar a posição dos
açúcares e estabelecer a correta estrutura para o composto.
Em parceria com o Laboratório coordenado pela Prof. Dr.
Thereza Christina Monteiro de Lima a aluna de doutorado
Andressa Gazola orientada pelo Prof. Dr. Eloir Paulo Schenkel e
co-orientada pela Profa. Dra. Thereza, avaliou o extrato obtido
por infusão aquosa das folhas e frutos de P. alata sobre atividade
hipno-sedativa, pelo modelo do sono induzido por éter etílico. Os
resultados desses ensaios segerem atividade hipno-sedativa
promissora do pericarpo de P. alata, o qual foi mais efetivo
quando comparado aos extratos das outras partes avaliadas.
Especificamente sobre o capítulo que avaliou a influência
dos processos de extração e secagem no perfil de flavonóides e
teor de vitexina-2”-O-ramnosideo alguns estudos relacionados
estão compilados no capítulo IV e discutidos abaixo.
Bott et al. (2010) realizaram um estudo de estabilidade
com extratos das folhas de P. alata, no qual utilizaram a vitexina
como marcador químico, afirmando ser esse o constituinte
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majoritário das folhas. No entanto, sabe-se que vitexina é
encontrada somente em traços na P. alata (MÜLLER et al.,
2005). Outro fato destacado pelos autores foi a utilização de
rutina como substância de referência, a qual possui menor custo
quando comparada à vitexina (padrão indicado nas
Farmacopéias Francesa e Européia) e também, segundo os
autores, com estrutura química próxima aos flavonóides
glicosilados presentes nas espécies estudadas (CHABARIBERI
et al., 2009).
No caso de doseamentos realizados em esctrofotômetro
UV, sabe-se que a rutina trata-se de um flavonol glicosilado
derivado da quercetina enquanto a vitexina pertence à classe das
flavonas do tipo apigenina. Logo, vitexina possui apenas um local
para formação de quelatos, sendo esses complexos envolvendo
a carbonila cetônica (C-4) e hidroxila vicinal (C-5) com o cloreto
de alumínio (AlCl3) ao contrário do observado para a rutina(Figura 44). Essa complexação causa um deslocamento
batocrômico, o qual depende do padrão de oxidação dos
flavonóides (MABRY; MARKHAM; THOMAS, 1970). Em 1960
Christ e Muller preconizaram a utilização do AlCl3 paradoseamento de flavonóides, mas para um método
especificamente desenvolvido para o doseamento de flavonóis.
Para cada extrato é recomendável aperfeiçoar as condições de
reação, considerando o tempo de reação e a concentração de






























Figura 44: Formação de quelatos da vitexina e da rutina com AlCl3(MABRY; MARKHAM; THOMAS, 1970).
Ao avaliar a influência de diferentes métodos de extração
(infusão, decocção, refluxo) das folhas e secagem (liofilização e
rotavapor) dos extratos de Passiflora alata Curtis, constatou-se
que o método de extração mais adequado para se obter extratos
com maior teor de VIT-R é a infusão e o método de secagem
mais apropriado para todos os extratos avaliados é liofilização.
Komes et al. (2010) caracterizaram a estabilidade de
compostos bioativos do chá verde durante a sua preparação,
todos por infusão variando a temperatura da água, tempo e
extrações múltiplas. Os resultados obtidos indicaram diferenças
significativas na composição química destes chás disponíveis
comercialmente na Europa, onde a extração máxima dos
compostos foi alcançada durante a extração aquosa a 80°C, por
5’ (pó), 15’ (empacotado) e 30’ (folhas soltas).
Embora o chá verde seja uma rica fonte de compostos
bioativos, polifenóis e metilxantinas (KOMES et al., 2010) a
eficiência da extração destes compostos e, por conseqüência
das suas propriedades farmacológicas, depende fortemente das
condições de extração.
Os resultados relatados no capítulo IV e nos artigos
descritos demonstram um impacto significativo das condições de
extração e secagem sobre as propriedades do produto,






 Os metabólitos secundários mais descritos para o gênero
são os flavonóides, as saponinas e os alcalóides, sendo a
presença dos alcalóides controversa.
 Dentre as atividades mais descritas para as espécies de
Passiflora destacam-se as sobre o SNC.
 De todas as partes aéreas de P. alata avaliadas por CLAE-
DAD, o pericarpo foi o que apresentou a maior variedade
de flavonóides, estando presentes os flavonóides já
descritos para as folhas (isoorientina, orientina, vitexina-
2”-O-ramnosideo, isovitexina), mas em concentrações
inferiores.
 O flavonóide majoritário detectados para das folhas
(vitexina-2”-O-ramnosideo) não é o composto majoritário
detectado para as demais partes investigadas.
 A fração n-BuOH da semente apresentou um composto
majoritário com perfil característico de derivado
cafeoilquínico.
 Das partes aéreas avaliadas a semente foi a que
apresentou maior teor de fenólicos.
 Foi isolado do pericarpo de Passiflora alata, o flavonóide
vitexina-2”-O-ramnosideo, substância previamente
descrita para as folhas de P. alata e ainda não relatada
para o fruto desta espécie.
 A partir das folhas de Passiflora alata foi isolada uma
saponina (R9) para a qual é possível afirmar:
o a aglicona desse composto é o 9,19-
ciclolanostano.
o existem 3 moléculas de glicose na estrutura
dessa substância, sendo uma ligada ao C3 e
outro ao C26.
 O método de extração mais adequado obtenção de
extratos ricos em VIT-R é a infusão e o método de







Investigar atividade antioxidante das sementes devido
seu alto teor de compostos fenólicos. Isolar e Identificar o
composto majoritário presente na semente de P. alata
Identificar os compostos majoritários do pericarpo de P.
alata através de cromatografia líquida de alta eficiência acoplada
a massas no intuito de focar no isolamento de compostos
inéditos.
Definir a estrutura do composto R9a e elaborar uma
proposta de publicação com os constituintes isolados da folha e
pericarpo de P. alata junto com atividade hipno-sedativa
apresentada pelo pericarpo.
Realizar estudos de estabilidade posteriores visando
avaliar possíveis modificações estruturais sofridas pelos
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Pele isoorientina e isovitexina (ZERAIK;YARIWAKE, 2010)
Polpa isoorientina e isovitexina (ZERAIK;YARIWAKE, 2010).
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ESPÉCIE CLASSE / PARTE FITO CONSTITUINTE REFERÊNCIA
P.
edulis





































Apêndice I - 179










em todas as partes da






















Yoshikawa et al. (2000a).
(BOMBARDELLI et
al., 1975)
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ciclopassifloico A (1), B (2),
C (3) e D (4), e seis
saponinas, denominadas





(E, F, G) e suas saponinas
denominadas
ciclopassíflosídeos
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var. edulis Folhas epolpa
R-L-arabinopiranosil-α-D-
glicopiranosideo de linalool,
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classe de ésteres (59,24%)
(NARAIN et al.,
2004)
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ESPÉCIE CLASSE / PARTE FITO CONSTITUINTE REFERÊNCIA
P.
edulis
var. edulis Proteína Polpa passiflim (LAM; NG, 2009)
var.  não
especificada Tioester Semente tioésteres (TAPP et al., 2008)
var.
flavicarpa
Fibras Pericarpo fibras (YAPO, 2009)






























(KIDOY et al., 1997)
P. foetida Folhas passicol (BIRNER;NICOLLS, 1973)
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P. foetida Folhas















flavonóide ermanin (ECHEVERRI et al.,1991)
cianohidrina glicosilada:
deidaclina, tetrafilina A,
tetrafilina B, sulfato de






passifloricins (A, B e C) (ECHEVERRI et al.,2001)
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(QIMIN et al., 1991)
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orientina, vitexina (SOULIMANI et al.,1997)
isoscoparina-2”-O-
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orientina, vitexina (GRUNDMANN et al.,2008)
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e sete compostos não
identificados















harmalol, harmina e harmol
(POETHKE;
SCHWARZ, 1970)







harmalol, harmina e harmol
(SOULIMANI et al.,
1997)
P. incarnata Alcalóides alcalóides β-carbolínico
(TSUCHIYA et al.,
1999)
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γ - benzo-pirona (AOYAGI; KIMURA;MURATA, 1974)
maltol (SOULIMANI et al.,1997)






























Apêndice I - 190
ESPÉCIE CLASSE / PARTE FITO CONSTITUINTE REFERÊNCIA





































Apêndice I - 191























Folhas orientina (RAMOS et al.,2010)
Polpa







Apêndice I - 192
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P. tripartira var
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Sedativo e ansiolítico (DOS SANTOSet al., 2006)
Ansiolítico (LOLLI et al.,2007)
P. edulis var.flavicarpa
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ESPÉCIE ENSAIO PLANTA ATIVIDADEFARMACOLÓGICA REFERÊNCIA
P. edulis var.flavicarpa IN VIVO
folhas





Anti-hipertensivo (ROJAS et al.,2006)
Antiinflamatório (BENINCÁ et al.,2007)
Antiinflamatório (MONTANHERet al., 2007)
Ansiolítico (BARBOSA etal., 2008)
Antiinflamatória (ZUCOLOTTO etal., 2009a)
Ansiolítica e sedativa (DENG et al.,2010)
Ansiolítica (LI et al., 2011)
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Hipocolesterolêmico (RAMOS et al.,2007)
Redução dos níveis de




















pericarpo Antihipertensivo (ZIBADI et al.,2007)
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Antioxidante (FERRERES etal., 2007b)













Inibição da melanogenesis e





Depressor SNC (DO; NITTON;LEITE, 1983)
Hipnótico e sedativo (MALUF et al.,1991)
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Efeito ansiolítico (PETRY et al.,2001)
Ansiolítico (COLETA et al.,2001)
Efeito ansiolítico (DHAWAN et al.,2001)





Ansiolítico (COLETA et al.,2006)
Efeito ansiolítico (REGINATTO etal., 2006)
Antiinflamatória (VARGAS et al.,2007)
Ansiolítica (LI et al., 2011)
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sementes Hipocolesterominate (CHAU; HUANG,2005)







folhas Hipnótico e sedativo (MALUF et al.,1991)
P. foetida IN VITRO folhas
Antioxidante e antimicrobiana (BENDINI et al.,2006)
Antimicrobiana (THAAKUR etal., 2009)
Antieplepsia, analgesia (PAVAN et al.,2009)
Antimicrobiana (BABY et al.,2010)
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ESPÉCIE ENSAIO PLANTA ATIVIDADEFARMACOLÓGICA REFERÊNCIA
P. foetida
IN VITRO










ARI et al., 2007)
IN VIVO folhas Antidepressiva (SANTOSH etal., 2011)
P. incarnata IN VIVO folhas
Atividade neurofarmacologica
(prolonga o tempo de sono,
protege de um efeito
convulsivo do pentilentetrazol e




Atividade antiinflamatória (BORRELLI etal., 1996)
Sedativo (SPERONI et al.,1996)
Sedativa e ansiolítica (SOULIMANI etal., 1997)
Antitussígeno (DHAWAN et al.,2001)
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ESPÉCIE ENSAIO PLANTA ATIVIDADEFARMACOLÓGICA REFERÊNCIA
P. incarnata IN VIVO folhas
Prevenção da cronicidade do
álcool e nicotina induzida por
azospermia, diminuição da
esterilidade e libido por uma
nova benzoflavona
trisubstituida modificada
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ESPÉCIE ENSAIO PLANTA ATIVIDADEFARMACOLÓGICA REFERÊNCIA
P. incarnata IN VIVO


















Antiofídico (neutraliz em 63% o











IN VIVO Ansiolítico (DE CASTRO etal., 2007)
P. tripartira var
molissima IN VIVO folhas atividade anti hiperglicêmica
(EDWIN et al.,
2007)
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